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Kurzfassung 
Enzyme bieten als Katalysatoren einer nachhaltigeren Wirtschaft Vorteile wie milde Reak-
tionsbedingungen, neue Wertschöpfungspotentiale und gesundheitliche und ökologische 
Unbedenklichkeit. Die Verwendung der Enzymklasse der Oxidoreduktasen wird oftmals 
durch den benötigten Cofaktor und die damit verbundenen hohen Kosten limitiert. Eine 
Oxidoreduktase, die ihren fest gebundenen Cofaktor durch die Dismutation von Formalde-
hyd zu Methanol und Ameisensäure selbst zyklisch regeneriert, ist die Formaldehyd-
Dismutase (FDM). Sie kann daher unabhängig von externer Cofaktor-Zugabe oder -Rege-
nerierung eingesetzt werden. Die technische Nutzbarkeit der FDM wurde in der vorliegen-
den Arbeit evaluiert und verbessert. Insbesondere wurde das Enzym in zwei Redoxkaska-
den verwendet, um aus Methan die Plattformchemikalie Methanol herzustellen. So sollte 
das Potential dieser neuen Nutzungsstrategien für Methan aus Biogas beurteilt werden. 
Bevor die FDM charakterisiert und angewendet werden konnte, musste sie in reiner Form 
gewonnen werden. Dazu wurde zu Beginn das bisher nicht bekannte Gen der fdm aus 
Pseudomonas putida J3 isoliert und sequenziert. Es zeigte mit 98,8% Identität sehr hohe 
Übereinstimmung mit dem publizierten Gen aus P. putida F61. Die gereinigten Enzyme 
aus beiden Stämmen besaßen erwartungsgemäß eine vergleichbare spezifische Aktivität. 
Literatur- und Datenbankrecherchen wiesen auf das Vorkommen eines homologen fdm 
Gens in nur sehr wenigen, hochspezialisierten Organismen hin, die vermutlich aufgrund 
dieser FDM eine sehr hohe Formaldehydtoleranz besitzen. 
Die Expression der FDM im Escherichia coli Rhamnose-(rha-)System war deutlich höher 
als im lac- und tac-System. Das rha-System ist für hohe Plasmidstabilität in Abwesenheit 
von Selektionsdruck bekannt und bietet die Möglichkeit der Hochzelldichtefermentation. 
Die Ausbeute an FDM-Aktivität konnte durch die Coexpression des Chaperons GroESL 
bis zu 8,6fach gesteigert werden. Die FDM wurde erstmals funktional mit einem Aufreini-
gungstag in Form eines C-terminalen 6xHis-Tags exprimiert. Damit wurde die affinitäts-
chromatographische Aufreinigung der FDM etabliert. Im Hinblick auf die geplante umfas-
sende Charakterisierung bot diese Methode eine einfache und schnelle Möglichkeit, aus-
reichende Mengen der reinen FDM im Labormaßstab zu gewinnen. Der Zeitbedarf konnte 
gegenüber den bisher publizierten Aufreinigungsverfahren von ca. 72 h auf 4 h reduziert 
werden. 
Bei Beginn der Arbeit war die FDM-Reaktion nur durch einfache enzymkinetische Model-
le wie die Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben, die für Prozessauslegungen nicht ausrei-
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chen. Insbesondere die vermutete Produkthemmung der gereinigten FDM war bislang 
nicht mechanistisch untersucht und quantifiziert worden, so dass keine Rückschlüsse auf 
eine optimale Prozessführung gezogen werden konnten. Daher wurde in dieser Arbeit die 
Produkthemmung der FDM durch Methanol und Ameisensäure detailliert untersucht. Der 
Hemmungsmechanismus entsprach einer vollständigen gemischten Hemmung durch beide 
Produkte, für die das entsprechende Modell mit den jeweiligen Inhibierungskonstanten 
aufgestellt werden konnte. Methanol stellte den stärkeren Inhbitior dar als die bei konstan-
tem pH-Wert von 8 als Formiat-Anion vorliegende Ameisensäure. Am stärksten ausge-
prägt war der kompetitive Hemmungsanteil durch Methanol. In einem gepufferten System 
sollte demnach zuerst Methanol abgetrennt werden. Dagegen muss im ungepufferten Sys-
tem das Augenmerk auf die Abtrennung der Ameisensäure gelegt werden, um die Verrin-
gerung der FDM-Aktivität aufgrund eines sinkenden pH-Werts zu vermeiden. Aufgrund 
ihrer hohen Formaldehydtoleranz bis 1,33 M und des hohen Km-Werts von 0,544 M eignet 
sich die FDM besonders für Prozesse mit hohen Formaldehydkonzentrationen. 
Als neues Anwendungsfeld für die FDM wurde die Gewinnung von Methanol aus Methan 
durch zwei unterschiedliche Redox-Kaskaden evaluiert. Eine rein enzymatische Kaskade 
lieferte bislang keine zufriedenstellenden Umsätze. Vielversprechender war die Kombina-
tion aus chemischer Partialoxidation von Methan zu Formaldehyd mit anschließender 
Dismutation durch die FDM. Die vom Leibniz-Institut für Katalyse LIKAT (Rostock) be-
reitgestellte Formaldehydlösung aus der Partialoxidation von Methan konnte trotz einiger 
Rückstände aus der Chemokatalyse identisch zu einer Referenzlösung durch die FDM um-
gesetzt werden. Diese Reaktion konnte durch das zuvor aufgestellte Modell der vollständi-
gen gemischten Produkthemmung mit hoher Genauigkeit (R² = 0,9995) nachgebildet wer-
den. Dazu musste ein Term für zeit- und temperaturabhängige Denaturierung des Enzyms 
eingeführt werden. Die damit gezeigte begrenzte Stabilität der FDM unter den gewählten 
Reaktionsbedingungen von 45 °C und pH 8 sollte zukünftig durch Immobilisierung oder 
Mutagenese optimiert werden. Eine Absenkung der Temperatur ist ebenfalls möglich, al-
lerdings steht aus der Chemokatalyse Wärme zur Verfügung, die genutzt werden kann. 
Grundlegend für eine Weiterentwicklung der chemoenzymatischen Kaskade sind außer-
dem die Steigerung der Formaldehydausbeute aus Methan, sowie eine sinnvolle Nutzung 
der durch die FDM gebildeten Ameisensäure. Das aufgestellte Modell der FDM-Reaktion 
mit Produkthemmung kann als Baustein für zukünftige Prozessmodelle z.B. mit Zu- und 
Ablauf und Produktabtrennung dienen.  
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Abstract 
Enzymes are promising catalysts for a sustainable industry as they offer advantages such as 
mild reaction conditions, novel value creation potentials and health and environmental 
safety. The exploitation of the enzyme class of oxidoreductases is often hampered by the 
required cofactor leading to high costs. Formaldehyde dismutase (FDM) is an oxidoreduc-
tase with a tightly-bound cofactor which is autonomously regenerated by the dismutation 
of formaldehyde yielding methanol and formic acid. Hence, it can be used independently 
of external cofactor addition or regeneration. In this work, the technical usability of the 
FDM enzyme was evaluated and improved. Particularly, it was implemented in two redox 
cascades for the production of the platform chemical methanol from methane. The poten-
tial of these two novel approaches for the use of methane from biogas was to be evaluated. 
First, the FDM had to be expressed and purified. In the beginning, the yet unknown gene 
of fdm from Pseudomonas putida J3 was isolated and sequenced. It showed 98,8% identity 
to fdm from P. putida F61 which had been published before. The purified enzymes from 
those strains had almost identical specific activities, as expected. In literature and data-
bases, there was evidence for only a few homologous variants. Thus, the enzyme seems to 
occur only in highly specialized strains owing their high formaldehyde resistance to FDM. 
Expression of FDM was significantly higher in the Escherichia coli rhamnose-(rha-)system 
compared to lac- and tac-system. The rha-system had been reported to show high plasmid 
stability in absence of selection pressure and to allow high cell-density fermentation. The 
yield of FDM activity was raised up to 8.6 fold by coexpression of the chaperone GroESL. 
For the first time, the FDM was expressed in its active state with a C-terminal 6xHis-tag. 
Thereby, FDM purification by affinity chromatography was enabled. Regarding the 
planned detailed characterization, this method allowed the quick and easy preparation of 
satisfying amounts of purified FDM at laboratory scale. The time need was reduced to 4 h 
compared to previously published methods requiring about 72 h. 
Initially, the FDM reaction had been described by simple models only such as the Michae-
lis-Menten model which are not sufficient for process design. Especially the putative prod-
uct inhibition of pure FDM had not been analyzed mechanistically and quantitatively, and 
inferences about the optimal process control were not possible. Thus, product inhibition of 
FDM by methanol and formic acid was studied in detail in this work. A complete mixed 
mechanism was detected for both products and the respective model including inhibition 
constants was inferred. Methanol caused higher inhibition than formic acid, occurring in 
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the dissociated anionic form at the pH value of 8 which was kept constant. Over all, the 
competitive inhibition by methanol was the strongest effect. In a buffered system, metha-
nol should be removed from the reaction system first. In an unbuffered system, reduction 
of FDM activity due to a sinking pH value should be prevented by removing formic acid 
first. According to its exceptionally high formaldehyde resistance up to 1.33 M and its high 
Km value of 0.544 M, FDM is best suited for processes involving high formaldehyde con-
centrations. 
FDM was applied in two different redox cascades for the production of methanol from 
methane. An exclusively enzyme-catalyzed cascade did not result in satisfying yields. A 
more promising approach was the combination of chemo catalysis for partial oxidation of 
methane to formaldehyde with subsequent dismutation by the FDM. The formaldehyde 
solution from partial oxidation of methane provided by Leibniz-Institute for Catalysis 
LIKAT (Rostock) was converted by FDM similarly to a reference solution, although it 
contained some impurities from chemo catalysis. The simulation of this reaction by the 
previously obtained model of complete mixed product inhibition was very accurate (R² = 
0,9995). To this end, a term for time- and temperature-dependent denaturation of the en-
zyme had to be introduced, illustrating limited process stability of FDM at 45 °C and pH 8. 
The instability of FDM should be addressed in future, e.g. by immobilization or mutagene-
sis. A decrease of the reaction temperature would be possible as well, but chemo catalysis 
provides heat which can be utilized here. For future advancements, it will also be crucial to 
increase formaldehyde yields from methane oxidation, as well as to develop a reasonable 
utilization strategy for the formic acid produced by FDM. The here provided model of the 
FDM reaction with product inhibition can serve as a component of future process models, 
e.g. for fed-batch or continuous processes and with in situ product removal. 
Einleitung 
1 
 
1 Einleitung 
Im Zuge der Biologisierung der chemischen Industrie sind Enzyme die Katalysatoren der 
Wahl. Industriell eingesetzt werden beispielsweise Hydrolasen wie Lipasen, Isomerasen 
wie die Glukose-Isomerase oder Lyasen wie Aldolasen [1]. Die Verwendung von Oxidore-
duktasen wird oftmals durch den benötigten teuren Cofaktor, beispielsweise NAD, einge-
schränkt. Die stöchiometrische Zugabe des Cofaktors ist aus ökonomischen Gründen meist 
nicht umsetzbar. Daher werden verschiedenste Strategien genutzt, um den Cofaktor im 
Prozess zu regenerieren. Eine Oxidoreduktase, welche einen eigenen Cofaktor-
Regenerierungs-Mechanismus aufweist, stellt die Formaldehyd-Dismutase (FDM) aus 
Pseudomonas putida dar. Mit diesem technisch interessanten Enzym, dessen Herstellung, 
Charakterisierung und Anwendung beschäftigt sich die vorliegende Doktorarbeit. 
Das Anwendungsgebiet der FDM in dieser Arbeit ist die stoffliche Nutzung von Methan 
aus Biogas im Gegensatz zur bisher hauptsächlich energetischen Nutzung in Form von 
Wärme oder Strom. Methan sollte zunächst zum Zwischenprodukt Formaldehyd oxidiert 
und anschließend mittels der FDM Cofaktor-neutral zu Methanol und Ameisensäure umge-
setzt werden (Abbildung 1). 
 
Abbildung 1: Zwei unterschiedliche Redoxkaskaden zur Gewinnung von Methanol aus Methan.  
Das Zwischenprodukt Formaldehyd soll über Enzym- oder Chemokatalyse hergestellt werden. Die 
Weiterreaktion soll über die Formaldehyd-Dismutase erfolgen. Die Chemokatalyse wurde vom 
Leibniz-Institut für Katalyse LIKAT (Rostock) durchgeführt. FDH – Formiat-Dehydrogenase. [2] 
Einleitung 
2 
 
Die Oxidation von Methan zu Formaldehyd sollte über zwei unterschiedliche Redoxkaska-
den erfolgen. Erstens sollte eine rein enzymatische Kaskade mit Cofaktor-Regenerierung 
untersucht werden. Dieser Schritt sollte direkt mit der FDM-Reaktion kombiniert werden. 
Zweitens sollte die Oxidation von Methan zu Formaldehyd über (chemische) heterogene 
Katalyse erfolgen. Eine so hergestellte Formaldehydlösung wurde als Substrat für die FDM 
eingesetzt. 
Im Folgenden wird zunächst die Motivation für die Verwendung der FDM und die Wahl 
des Anwendungsfelds erläutert. Anschließend werden theoretische Grundlagen erläutert 
und zuletzt die Ziele der Arbeit dargestellt. 
1.1 Motivation der Arbeit 
Die FDM stellt unter den Oxidoreduktasen eine Besonderheit dar, da sie ihren fest-
gebundenen NAD-Cofaktor selbst regeneriert. Ermöglicht wird das durch die abwechseln-
de Reduktion und Oxidation von Formaldehyd, wodurch der Cofaktor immer abwechselnd 
oxidiert und reduziert wird. Die Toleranz der FDM gegenüber Formaldehyd ist außeror-
dentlich hoch, so dass hohe Substratkonzentrationen eingesetzt werden können. Die höchs-
te bisher getestete Formaldehydkonzentration lag bei 1 M, wobei die FDM keine Beein-
trächtigung der Aktivität zeigte [3]. Aus diesen Gründen besteht großes Interesse an der 
Nutzung der FDM für ihren Einsatz in der organischen Synthese [4-7], in Biosensoren [8, 
9] oder zum Abbau von toxischem Formaldehyd [10]. Das breite Substrat- und Pro-
duktspektrum der FDM [3, 11] ermöglicht ihren Einsatz in verschiedensten weiteren Pro-
zessvarianten mit unterschiedlichem Wertschöpfungspotential. Die bereits publizierten 
Arbeiten bewegten sich im Labormaßstab; eine großtechnische Nutzung des Enzyms ist 
bislang nicht bekannt. Um die Relevanz der FDM als technisches Enzym weiter zu erhö-
hen, sollten in der vorliegenden Arbeit Lücken bei Expression, Aufreinigung und Charak-
terisierung identifiziert und geschlossen werden. 
Die FDM konnte aus Rohextrakten von P. putida F61 [3] und J3 [9] isoliert werden. Die 
Variante aus P. putida F61 wurde sequenziert und heterolog in Escherichia coli exprimiert 
[12, 13]. Weitere Enzymvarianten wurden bisher nicht charakterisiert, d.h. die Genfamilie 
ist weitgehend unbekannt. Die Aufreinigung der FDM wurde durch klassische mehrstufige 
Verfahren bestehend aus Fällungstechniken und chromatographischen Methoden erreicht 
[3, 9, 12-14]. Einfache und schnelle affinitätschromatographische Techniken wurden bis-
her nicht etabliert. 
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Die Enzymkinetik der FDM wurde in der Vergangenheit durch einfache Modelle abgebil-
det [3, 9], die für die Auslegung von Enzymprozessen nicht ausreichend sind. Im Hinblick 
auf die Prozessführung muss vor allem die Produkthemmung des Enzyms verstanden wer-
den. Je nach Größenordnung und Mechanismus der Hemmung ergeben sich unterschiedli-
che Prozessgrenzen und Anforderungen an die Produktabtrennung. Die vollständige, für 
einen breiten Substratkonzentrationsbereich gültige kinetische Beschreibung der Dismuta-
tion mit reiner FDM war bislang nicht verfügbar.  
Als neues Anwendungsfeld der FDM wurde die Gewinnung von Methanol aus Methan 
betrachtet. Methan stellt mit 50 – 75% (v/v) den größten Anteil von Biogas dar [15]. Den 
zweitgrößten Anteil macht CO2 aus (25 – 45% (v/v)). Die Ausgangsstoffe zur Biogasge-
winnung können zum einen aus nachwachsenden Rohstoffen der ersten Generation wie 
Maissilage stammen. Daneben kommen aber auch Rohstoffe der zweiten (z.B. Grassilage) 
und dritten (z.B. landwirtschaftliche Abfälle wie Tierexkremente) Generation zum Einsatz 
[16]. Im Hinblick auf eine vollständige Koppel- und Kaskadennutzung sind die Rohstoffe 
der dritten Generation zu bevorzugen. 
Die stoffliche Nutzung von Biogas ist bislang nicht von industrieller Relevanz. Prinzipiell 
wird heute Biogas rein energetisch, meist in Form von Strom oder Wärme genutzt [16]. 
Häufig geschieht dies in sogenannten Blockheizkraftwerken (BHKW), die Strom und 
Wärme gleichzeitig erzeugen (Kraft-Wärme-Kopplung). Biogas fällt in schwankender 
Menge und mit Leistungsspitzen an und muss deshalb zwischengespeichert oder vernichtet 
werden [16]. Die Speicherung stellt eine besondere Herausforderung dar. Die Speicher 
müssen gasdicht, druckfest, medien-, UV-, temperatur- und witterungsbeständig sein und 
die Materialien müssen einer Vielzahl an Kriterien entsprechen [17]. 
Neue Technologien der Biogasnutzung können dazu beitragen 
- die Speicherung des energetischen oder stofflichen Potentials zu erleichtern 
- Verluste durch überschüssige Gasproduktion zu vermeiden 
- das stoffliche Potential von Biogas zu nutzen 
- und die Effizienz durch alternative/zusätzliche Nutzungsstrategien zu erhöhen. 
An diesen Punkten setzt die vorliegende Arbeit an. Die Speicherbarkeit soll durch die Ver-
flüssigung von Methan in Form von Methanol vereinfacht werden. Gleichzeitig kann so 
ein ganz neues stoffliches Potential genutzt werden, da für Methanol in der chemischen 
Industrie schon heute vielfältige Nutzungsmöglichkeiten bestehen – es wird sogar als der 
„ideale Energie- und Chemierohstoff“ bezeichnet [2]. Das zweite Produkt Ameisensäure 
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kann in Reinigungsmitteln, der Textil- und Lederverarbeitungsindustrie eingesetzt werden 
oder in die Chemo-Katalyse zurückgeführt werden. 
CO2 macht den zweitgrößten Anteil im Biogas aus. Für eine optimale stoffliche Verwer-
tung des Biogases sollte auch dieses genutzt werden. Ein Vorteil der angestrebten chemo-
enzymatischen Redoxkaskade in dieser Arbeit ist die Möglichkeit, das Kohlendioxid in 
Biogas ebenfalls zu nutzen. Es wurde gezeigt, dass CO2 die Selektivität der Formalde-
hydbildung aus Methan steigert [18]. 
Ein weiterer Vorteil der angestrebten Kaskade ist die Möglichkeit, das Biogas dezentral 
direkt am Entstehungsort zu Methanol umzuwandeln. Methanol ist dann gut speicher- und 
transportierfähig und kann flexibel genutzt werden. Dafür spricht auch das 2012 überarbei-
tete EEG, welches eine Sondervergütung für kleine Biogasanlagen mit vornehmlicher Gül-
leverwertung vorsieht. Damit sollen der wenig effiziente Transport und die emissionsstarke 
Lagerung von Gülle vermieden werden [16]. 
Laut der Fachagentur Nachwachsende Rohstoffe e.V. (FNR) ist die Biogasnutzung sehr 
vorteilhaft gegenüber fossilen Rohstoffen. Das Augenmerk ist auf effiziente und möglichst 
vollständige Nutzung zu lenken [16]. Die angestrebte Anwendung der FDM bewegt sich in 
genau diesem Feld. 
1.2 Die Formaldehyd-Dismutase (FDM) aus Pseudomonas putida 
Die Formaldehyd-Dismutase (FDM) aus Pseudomonas putida wurde in den 1980er Jahren 
das erste Mal beschrieben [3]. Der Hintergrund der Forschungsarbeiten damals war der 
Abbau des zunehmend als gesundheitsgefährdend (krebserregend) geltenden Formalde-
hyds [19, 20]. Formaldehyd wurde zu der Zeit in Spanplatten, Holzwerkstoffen, wärmeiso-
lierenden Harzschäumen, Bindemitteln, Beschichtungen und Textilien verwendet; laut 
BASF kam es damals in 400 BASF-Produkten vor und wurde von mehr als 30 Industrie-
zweigen benötigt [19]. Das Bewusstsein der Bevölkerung für die Gesundheitsgefährdung 
durch Formaldehyd wuchs, wie auch der zweite Platz von „Formaldehyd“ bei der Wahl des 
„Wort des Jahres“ 1984 zeigt [19, 21]. Damit rückten die Bodensanierung und der Abbau 
des Formaldehyds aus Abwasser und Endprodukten in den Fokus.  
In der Folge wurde nach Organismen zum biologischen Formaldehydabbau gescreent und 
die dafür verantwortlichen Enzyme identifiziert. Kato et al. isolierten den als P. putida F61 
benannten Stamm aus Bodenproben und wiesen FDM-Aktivität nach [3]. Auch in ganzen 
Zellen von P. putida A2 und IOFA1 wurde die Dismutation von Formaldehyd zu Amei-
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sensäure und Methanol gezeigt [22, 23]. In anderen Pseudomonaden (Typstämme) und 
Formaldehyd-abbauenden Hefen, darunter P. putida VM15A und IFO12653, wurde keine 
FDM-Aktivität gefunden [3, 20]. Der P. putida Stamm, dessen FDM in dieser Doktorarbeit 
verwendet wurde, wurde in den 1990er Jahren  aus Klärschlamm isoliert und als J3 be-
zeichnet [9]. Für diesen konnte wie für F61 Formaldehyd-Abbau und FDM-Aktivität nach-
gewiesen werden. 
Unter den P. putida Stämmen, die Formaldehyd-Dismutation als Ganzzellkatalysatoren 
zeigten, wurde das verantwortliche Enzym nur aus den Stämmen F61 und J3 isoliert. Aus 
Rohextrakten beider Stämme wurde die FDM aufgereinigt und durch SDS-PAGE nachge-
wiesen [3, 9]. Das Gen der FDM F61 wurde darüber hinaus bereits sequenziert und hetero-
log in Escherichia coli exprimiert (siehe Kapitel 1.2.2 zur Herstellung der FDM) [13]. Da-
her war bei Beginn der vorliegenden Doktorarbeit diese Gensequenz bekannt; das codie-
rende Gen der FDM J3 und deren Aminosäuresequenz waren noch nicht vollständig be-
kannt. Vorarbeiten dazu erfolgten in [24]. 
1.2.1 Katalysierte Reaktionen der FDM in vivo und in vitro 
Eine FDM wie sie in P. putida sp. nachgewiesen wurde, stellt bislang das einzige Enzym 
dieser Art dar. Es handelt sich um ein natürlich vorkommendes Nicotinoprotein, d.h. der 
benötigte Cofaktor NAD(H) ist fest, aber nicht kovalent ans Enzym gebunden und wird 
nicht gegen einen externen Cofaktor ausgetauscht [25]. Mit Hilfe dieses Cofaktors wird 
Formaldehyd-Hydrat in einem Ping-Pong-Mechanismus disproportioniert (Disproportio-
nierung bzw. Dismutation); aus der Oxidations-Teilreaktion geht Ameisensäure hervor und 
aus der Reduktions-Teilreaktion Methanol (siehe Abbildung 2). Formaldehyd ist eine Aus-
nahme der Erlenmeyerregel und liegt in wässriger Lösung zu nahezu 100% in seiner hyd-
ratisierten Form mit zwei Hydroxylgruppen vor (Methandiol oder Formaldehyd-Hydrat). 
 
Abbildung 2: Dismutation von Formaldehyd zu Ameisensäure und Methanol durch die FDM mit 
integrierter Cofaktor (NAD-)Regenerierung. 
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Die Rolle der FDM in vivo liegt vermutlich in der Detoxifizierung von cytotoxischen 
Mengen Formaldehyd und begründet die hohe Formaldehyd-Resistenz von P. putida IO-
FA1, F61 und J3 [3, 9, 23].  
Eine grundlegende Rolle im Energiestoffwechsel ist eher unwahrscheinlich, da der Km-
Wert der FDM F61 mit 350 mM deutlich über physiologischen Formaldehydkonzentratio-
nen liegt [3]. Außerdem setzt die FDM keine Reduktionsäquivalente NADH frei, welche 
für die Energiegewinnung über oxidative Phosphorylierung benötigt werden (KEGG: Kyo-
to Encyclopedia of Genes and Genomes, P. putida KT2440, Oxidative Phosphorylierung). 
In einer aktuellen Arbeit zum Formaldehydstoffwechsel in P. putida IOFA1 wurde dessen 
Transkriptom-Profil bei Formaldehydabbau analysiert und das Expressionslevel einzelner 
beteiligter Enzyme durch quantitative Realtime-PCR bestimmt [23]. Dabei wurde eine 
konstitutive FDM-Expression auch in Abwesenheit von Formaldehyd als Substrat identifi-
ziert; die FDM-Aktivität wurde weiter gesteigert, wenn Formaldehyd im Nährmedium vor-
lag. Dort wurden auch Gene der oxidativen Phosphorylierung hochreguliert, wenn Formal-
dehyd vorlag. Die an der Generierung des dafür benötigten NADH sind Alkohol-
Dehydrogenase (EC1.1.1.1), Glutathion-abhängige Formaldehyd-Dehydrogenase 
(EC1.1.1.284) und Formiat-Dehydrogenase (EC1.2.1.2) (siehe Abbildung 3). Die Dismuta-
tionsreaktion spielte vor allem zu Beginn des Formaldehydabbaus eine Rolle, als hohe 
Konzentrationen an Formaldehyd vorlagen. 
 
Abbildung 3: Formaldehyd-Abbau in P. putida IOFA1, aus [23].  
Alkohol-Dehydrogenase (EC1.1.1.1), Glutathion-abhängige Formaldehyd-Dehydrogenase 
(EC1.1.1.284), Formiat-Dehydrogenase (EC1.2.1.2), Formaldehyd-Dismutase (EC1.2.99.4, über-
führt in EC1.2.98.1). 
Wie oben erläutert, benötigt die FDM keinen externen Cofaktor, um die Dismutation von 
Formaldehyd zu katalysieren. Dies ist von besonderem Interesse für technische/industrielle 
Enzymprozesse, bei denen hohe Kosten durch Cofaktorzugabe vermieden werden sollten. 
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Daher wurden bereits mehrere Anwendungsfelder für die FDM publiziert (siehe Kapitel 
1.2.5). Im Folgenden steht das Spektrum an katalysierten Reaktionen im Fokus, die für die 
FDM in vitro bereits gezeigt wurden und die potentiell für industrielle Anwendungen rele-
vant sein können. 
Kato et al. teilten die beobachteten katalysierten Reaktionen der FDM in drei Kategorien 
ein: die Dismutation, Crossdismutation und die Alkohol-Aldehyd-Redoxreaktion (siehe 
Abbildung 4) [3, 11]. Die Dismutation wurde ausschließlich für in wässriger Lösung hyd-
ratisierte Aldehyde beobachtet (siehe Tabelle 1). Die FDM zeigte Aktivität gegenüber 
Formaldehyd (100% Aktivität), Acetaldehyd (5%) und Methylglyoxal (22%), die alle min-
destens in Teilen hydratisiert vorliegen [3]. Keine Aktivität zu verzeichnen war gegenüber 
Propanal, Butanal, Heptanal, Glyceraldehyd, Glycolaldehyd, Benzaldehyd [3].  
´  
Abbildung 4: Katalysierte Reaktion der FDM in vitro, nach [3, 11]. 
Aus den Dismutationsreaktionen ging noch nicht hervor, ob beide Teilschritte oder nur die 
Oxidation oder Reduktion das hydratisierte Aldehyd benötigen. Hier brachte die Crossdis-
mutation neue Erkenntnisse. Bei diesem Reaktionstyp werden zwei unterschiedliche Alde-
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hyde als Substrate vorgelegt, wobei eines davon hydratisiert vorliegen musste. Kato et al. 
beobachteten, dass immer das hydratisierte Aldehyd oxidiert wurde und das in Aldehyd-
Form vorliegende reduziert [3]. Die Oxidationsteilreaktion kann also ausschließlich mit 
dem Hydrat katalysiert werden; die Reduktionsteilreaktion lässt beide Formen zu (hydrati-
sierte und freie Aldehyd-Form).  
Ein weiterer Reaktionstyp, den die FDM katalysiert, ist die Alkohol:Aldehyd-
Redoxreaktion. Dabei oxidiert sie einen Alkohol und reduziert ein Aldehyd (mögliche 
Substrate und Produkte siehe Tabelle 1). Aliphatische Alkohole, die länger als C5 waren, 
sowie sekundäre Alkohole, Diole und aromatische Alkohole konnten nicht umgesetzt wer-
den [11]. Auch deren korrespondierende Aldehyde waren in diesem Reaktionstyp nicht 
reaktiv. 
Alle drei Reaktionstypen laut Abbildung 4 und Tabelle 1 konnten ebenfalls für die FDM J3 
im Rohextrakt von P. putida J3 mit verschiedenen Kombinationen der Substrate nachge-
wiesen werden [9]. 
Tabelle 1: Katalysierte Reaktionen durch die FDM, sortiert nach den Kategorien aus Abbildung 4 
[3, 11]. 
Reaktionstyp Substrat(e)  Produkte (oxidiert/reduziert) 
Dismutation 
Formaldehyd  Ameisensäure + Methanol 
Acetaldehyd  Essigsäure + Ethanol 
Methylglyoxal  Brenztraubensäure + Hydroxyaceton 
Cross-
Dismutation 
Formaldehyd + Acetaldehyd  Ameisensäure + Ethanol 
Formaldehyd + Propanal  Ameisensäure + Propanol 
Formaldehyd + Butyraldehyd  Ameisensäure + Methanol + Butanol 
Formaldehyd + Acrolein  Ameisensäure + Allylalkohol 
Formaldehyd + Isobutyraldehyd  Ameisensäure + Isobutylalkohol 
Formaldehyd + Crotonaldehyd  Ameisensäure + Crotylalkohol 
Alkohol:Aldehyd-
Redoxreaktion 
Alkohol (Ethanol/Propanol/Butanol/Allylalkohol/Isobutylalkohol) 
+ Aldehyd (Acetalde-
hyd/Propanal/Butyraldehyd/Acrolein/Isobutyraldehyd)  
 Aldehyd (%) + Alkohol (%) 
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Die FDM besitzt folglich ein breites Spektrum an katalysierten Reaktionstypen und mögli-
chen Substraten und Produkten. Dies zeigt gemeinsam mit der integrierten Cofaktor-
Regenerierung ihr großes Potential für industrielle Anwendungen. Aus dem Substrat- und 
Produktspektrum seien z.B. Acrolein, Allylalkohol und Isobutyraldehyd herausgegriffen. 
Acrolein wird u.a. für die Synthese von DL-Methionin verwendet, welches wiederum in 
Tierfutter eingesetzt wird [26]. Andererseits kann auch der Abbau von Acrolein als giftige 
und umweltgefährdende Substanz gewünscht sein [27]. Allylalkohol kommt z.B. bei der 
Herstellung von Pharmazeutika und Riechstoffen zum Einsatz [28]. Als Zwischenprodukt 
dient Isobutyraldehyd beispielsweise bei der Herstellung von Pharmazeutika, Pflanzen-
schutz- und Schädlingsbekämpfungsmitteln, Kunstharzen, Antioxidantien, Vulkanisations-
beschleunigern, Gerbereihilfsmitteln, Riech- und Aromastoffen [29]. Isobutyraldehyd wur-
de außerdem für die Synthese von D-Penicillamin benutzt, welches als Wirkstoff bei 
Schwermetallvergiftungen und Rheumatherapie dient [30]. 
1.2.2 Herstellung der FDM  
Die homologe Expression der FDM in P. putida F61 wurde erstmals von Kato et al. veröf-
fentlicht [3]. Die FDM wurde konstitutiv bei Wachstum auf einem Komplexnährmedium 
mit Formaldehyd gebildet; die gemessene FDM-Aktivität im Rohextrakt betrug bis zu 
9 U/mg. Rodewyk wies die induzierbare FDM-Expression in P. putida J3 bei Wachstum 
auf Formaldehyd als alleiniger Kohlenstoffquelle nach. Die FDM-Aktivität der Rohextrak-
te lag bei 30-60 U/mg und war unabhängig von der Formaldehydkonzentration im Medi-
um. Auf alternativen Kohlenstoffquellen wie Methanol oder Formiat wurde eine geringe 
Hintergrundaktivität von 5-15% gemessen. Demnach wurde die FDM-Expression nur 
durch exogen zugegebenes Formaldehyd, nicht aber durch intrazellulär innerhalb des 
Stoffwechselwegs gebildetes induziert. Die Fermentation von P. putida J3 zur FDM-
Expression wurde von Stier parallel zur vorliegenden Arbeit ebenfalls beleuchtet [31]. Der 
Fokus in Stiers Arbeit lag auf der Etablierung einer geeigneten Prozess- und Messtechnik 
für die Herstellung von Methanol aus Methan mittels der FDM in Rohextrakten. 
Die FDM aus P. putida F61 wurde von Yanase et al. in verschiedene E. coli Expressions-
plasmide kloniert und heterolog exprimiert [12, 13]. Es wurden das lac-, tac- und T7-
Promotersystem verwendet, wobei die höchste Aktivität von 26-30 U/mg beim tac-System 
beobachtet wurde (je 24 h Kultivierungsdauer). In diesem Fall war die FDM-Aktivität ver-
gleichbar hoch, unabhängig von der An- oder Abwesenheit des Induktors IPTG. Eine wei-
tere Steigerung der Aktivität im Rohextrakt konnte durch die Coexpression der Chaperone 
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GroESL im tac-System erreicht werden. Wieder war die Aktivität mit 70-73 U/mg unab-
hängig vom Induktor vergleichbar. 
Die von Yanase beschriebenen E. coli Systeme eignen sich aufgrund geringer Plasmidsta-
bilität und begrenzter Zellmassenausbeute weniger für stabile technische Fermentations-
prozesse. Dafür wird ein Expressionssystem benötigt, welches auch ohne Antibiotikazuga-
be hohe Plasmidstabilität aufweist. Außerdem sollten hohe Raum-Zeit-Ausbeuten durch 
Hochzelldichtefermentationen erzielt werden können. 
Bislang erfolgte die Aufreinigung der FDM in der Literatur ausschließlich über klassische 
mehrstufige Aufreinigungsprotokolle [3, 9, 11-13]. Es wurden verschiedene Fällungstech-
niken und chromatografische Methoden kombiniert. Die höchste Ausbeute an reiner FDM 
wurde von Yanase et al. berichtet; aus 360 mg Gesamtprotein konnten 47 mg reine FDM 
gewonnen werden (13%). Die Expression einer funktionalen FDM-Variante zur verein-
fachten Aufreinigung über Affinitätschromatographie war bisher nicht erfolgreich [12]. 
1.2.3 Biochemische Eigenschaften der FDM 
In vorangegangenen Arbeiten wurde die FDM aus P. putida F61 aus dessen Rohextrakt 
aufgereinigt [3]; zusätzlich wurde diese Variante heterolog in E. coli exprimiert und aufge-
reinigt [12, 13]; die FDM J3 wurde ebenfalls aus Rohextrakten des entsprechenden Pseu-
domonas-Stamms gereinigt [9] (siehe Kapitel 1.2.2). Beide Enzymvarianten wurden bereits 
im Hinblick auf verschiedene Aspekte charakterisiert, wie nachfolgend beschrieben wird. 
Eigenschaften der FDM F61 
Das Molekulargewicht des Enzyms wurde mit 44 kDa pro Untereinheit (SDS-PAGE) bzw. 
180 kDa in nativer Form (Gelfiltration) angegeben [25]. Daraus wurde auf ein Homotetra-
mer geschlossen. Das Enzym enthielt 2 Zink-Ionen pro Untereinheit (Atomemissionsspekt-
roskopie) [25]. 
Der Cofaktor wurde durch Extraktion mit Methanol und Analyse über Reversed-Phase-
HPLC als NAD(H) identifiziert; zusätzlich wurde das isolierte NAD+ von einer NAD-
abhängigen Alkohol-Dehydrogenase als Cofaktor akzeptiert [25]. Das NAD(H) ist fest, 
aber nicht kovalent gebunden: die FDM wird durch NAD-Analoga (AMP, ADP, ATP, N-
Methylnicotinamidchlorid) nicht gehemmt, die nur an Cofaktor-freies Enzym binden kön-
nen [25]. Die sequentielle Oxidation und Reduktion des Cofaktors bei Reduktion bzw. 
Oxidation von Acetaldehyd bzw. 1-Butanol wurde durch die Fluoreszenz bei 430 nm 
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nachgewiesen [25]. Aus enzymkinetischen Untersuchungen wurde auf einen Ping-Pong-
Mechanismus geschlossen [25]. 
Die gereinigte homologe FDM F61 wurde kristallisiert [12, 25, 32] und die Röntgenstruk-
tur mit einer Auflösung von 2,3 Å bestimmt [32]. Diese bestätigte die Bindung von 
NAD(H) und Zink-Ionen (siehe Abbildung 5). Das pH-Maximum der Formaldehyd-
Dismutation für die FDM F61 lag bei Kato et al. [3] bei 8, das Temperatur-Maximum bei 
40 °C. Das Enzym wurde zudem in E. coli exprimiert und aufgereinigt. 
 
 
Abbildung 5: 3D-Struktur der homotetrameren FDM F61 [32] in Bänderdarstellung mit Zink-
Ionen (graue Kugeln) und NAD(H)-Cofaktor (Kugel-Stab-Darstellung), entnommen aus 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/structure, pdb-Code 2dph. 
Die Eigenschaften der heterolog exprimierten FDM F61 wurden von Yanase et al. mit den-
jenigen der aus P. putida F61 isolierten abgeglichen [13]. Es zeigte sich in beiden Fällen 
eine vergleichbare spezifische Aktivität des gereinigten Enzyms, sowie dieselben moleku-
laren Größen. Ein NAD(H) und zwei Zink-Ionen pro Untereinheit wurden ebenfalls gefun-
den und die durch Edman-Abbau identifizierten ersten 20 Aminosäuren stimmten bei bei-
den Enzymen überein. Bei beiden fehlte das N-terminale Methionin. 
Eigenschaften der aus P. putida J3 isolierten FDM 
Bei Beginn dieser Doktorarbeit war die aus P. putida J3 isolierte FDM nur als isoliertes 
Enzym bekannt [9]; das zugehörige Gen war noch nicht isoliert worden (Vorarbeiten siehe 
[24]). Das isolierte Enzym wurde von Rodewyk mit sehr ähnlichen Eigenschaften zur 
FDM F61 beschrieben [9]. Die Dismutation von Formaldehyd zu Methanol und Ameisen-
säure lief ohne exogenen Cofaktor ab. Die FDM J3 wurde ebenfalls durch NAD(H), AMP, 
ADP und ATP weder aktiviert noch inhibiert. Dem Monomer wurde über SDS-PAGE eine 
Größe von 43 kDa und dem nativen Enzym über Gelfiltration 216 kDa zugeordnet. Daher 
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wurde ein Komplex aus 4-5 Untereinheiten vermutet. Das Temperatur-Maximum wurde 
bei 35-40 °C beobachtet.  
1.2.4 Erste enzymkinetische Aspekte der FDM 
Kato et al. veröffentlichten 1983 den ersten Nachweis der FDM in P. putida F61 und auch 
die erste enzymkinetische Beschreibung ihrer Reaktionen [3, 25]. Die Autoren nahmen 
eine Michaelis-Menten-Kinetik der Formaldehyd-Dismutation durch die FDM mit Sub-
stratkonzentrationen bis 1 M auf [3]. Die Sättigung des Enzyms war bei 1 M Formaldehyd 
noch nicht erreicht. Der Km-Wert wurde durch lineare Regression (doppelt-reziproke Auf-
tragung nach Lineweaver-Burk) als 350 mM ermittelt. Ein kcat oder vmax wurde nicht ange-
ben.  
Lineweaver-Burk-Plots wurden ebenfalls für die Crossdismutation von Formaldehyd und 
Propionaldehyd gezeigt [3]. Dabei nahm die Reaktionsgeschwindigkeit mit zunehmender 
Propionaldehydkonzentration zu, der Km-Wert für Formaldehyd blieb konstant. Dies 
brachten die Autoren in Verbindung mit der Beobachtung, dass Formaldehyd bei Cross-
dismutationen bevorzugt oxidiert und das zweite Aldehyd (freie Aldehyd-Form) bevorzugt 
reduziert wird. Da Formaldehyd hydratisiert vorliegt, wird es leichter oxidiert als reduziert. 
Die freie Aldehyd-Form wird dagegen leichter reduziert als oxidiert. Wird bei geringer 
Propionaldehyd-Konzentration noch ein großer Teil des Formaldehyds ebenfalls reduziert, 
muss die Reduktionsteilreaktion mit steigender Propionaldehyd-Konzentration in immer 
geringerem Anteil mit Formaldehyd durchgeführt werden. Schließlich wird bei gleichen 
Konzentrationen von Formaldehyd und Propionaldehyd nur noch Propionaldehyd für die 
Reduktion verwendet. Da der Km-Wert für Formaldehyd bei variierender Propionaldehyd-
Konzentration konstant blieb, bindet Formaldehyd anscheinend immer in seiner hydrati-
sierten Form an das Enzym und die Bildung des FDM-Formaldehydhydrat-Komplexes ist 
geschwindigkeitsbestimmend. [3] 
Den Ping-Pong-Mechanismus der FDM wiesen Kato et al. anhand der Alkohol:NDMA-
Redoxreaktion nach. Die doppelt-reziproke Auftragungsweise ergab parallele Geraden für 
verschiedene NDMA-Konzentrationen und variierter 1-Butanol-Konzentration [25]. Die 
Aktivitäten und Km-Werte für verschiedene Alkohole wurden ermittelt (siehe Tabelle 2). 
Die FDM zeigte keine Aktivität gegenüber Methanol. Den Grund dafür vermuteten die 
Autoren im nicht ausreichenden Redoxpotential des Redoxpaars Methanol/Formaldehyd 
bei diesem pH-Wert, um NAD+ zu reduzieren.  
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Pyrazol wurde von Kato et al. als kompetitiver Inhibitor identifiziert [25]. Pyrazol ist als 
Inhibitor für NAD-abhängige ADHs bekannt, was die NAD-Abhängigkeit der FDM zu-
sätzlich zur Isolierung des Cofaktors unterstrich. 
Tabelle 2: Relative Aktivität der FDM gegenüber verschiedenen Alkoholen bei Alkohol:NDMA-
Redoxreaktion und zugehöriger Km-Wert [25]. 
Alkohol Relative Aktivität [%] Km [mM] 
Methanol 0 --- 
Ethanol 100 40 
1-Propanol 100 20 
1-Butanol 96,2 3,2 
1-Pentanol 9,62 1,4 
Cyclohexanol 52,6 330 
Die FDM aus P. putida J3 wurde bisher nur im Rohextrakt enzymkinetisch untersucht [9, 
31]. Diese Daten können als Anhaltspunkt für das Verhalten des gereinigten Enzyms die-
nen. Allerdings können in Rohextrakten Kreuzreaktionen mit sonstigen Bestandteilen wie 
Zellprotein oder DNA auftreten. Außerdem konnte die genaue FDM-Konzentration in den 
genannten Arbeiten nicht bestimmt werden, sodass eine exakte Enzymkinetik nicht aufge-
stellt werden konnte. 
In Rodewyks Arbeit [9] wurde die Anfangsgeschwindigkeit aus der Formaldehyd-
Abnahme berechnet. Bis zu einer Formaldehydkonzentration von 350 mM war keine Sub-
stratsättigung vorhanden. Der Km-Wert wurde in der Arbeit abgeschätzt (Km > 100 mM). 
Stier [31] verwendete in einer parallel zur vorliegenden Dissertation durchgeführten Arbeit 
die kinetischen Parameter zur Auslegung von Enzymprozessen, in denen Rohextrakte ein-
gesetzt wurden.  
1.2.5 Anwendungspotential der FDM 
Die FDM wurde in der Literatur bereits für mehrere Anwendungen herangezogen. Sie be-
sitzt großes Potential für industrielle Anwendungen; die wichtigsten Gründe hierfür sind: 
- Oxidoreduktase mit integrierter Cofaktor-Regenerierung [3] 
- Hohe Substrat-Promiskuität  breites Substrat- und Produktspektrum (siehe Kapitel 
1.2.1) 
- Einfache heterologe Expression in E. coli möglich [12, 13] 
Einleitung 
14 
 
- Skalierbare (mehrstufige) Aufreinigungstechniken zur Verwendung des gereinigten 
Enzyms publiziert [3, 9, 11-13] 
- Hohe Formaldehydtoleranz [3, 9] 
Aufgrund dieser Vorteile der FDM wurden bereits einige Anwendungen des Enzyms pu-
bliziert. Die folgenden Ansätze sind in der organischen Synthese angesiedelt.  
Mizuno und Imada etablierten eine Enzymkaskade zur Herstellung von Ameisensäure aus 
Methanol durch die Kombination der FDM mit der Alkohol-Oxidase (AOX) [6]. Das ent-
stehende Wasserstoffperoxid wurde mithilfe einer Katalase entgiftet. Dieses System wurde 
weiter entwickelt, indem die Enzyme in Urethan-Präpolymeren immobilisiert wurden [5]. 
Außerdem wurde die Ausbeute durch sukzessive Zugabe des Substrats Methanol auf 75% 
in 12 h erhöht.  
Ni et al. setzten die FDM ebenfalls gemeinsam mit einer AOX ein, um Methanol zu Amei-
sensäure zu oxidieren [7]. Hier war das Ziel eine in situ Wasserstoffperoxid-Bildung. Das 
H2O2 wurde in einer Peroxygenase-katalysierten stereoselektiven Oxyfunktionalisierung 
(Ethylbenzen zu (R)-1-Phenylethanol) verwendet. 
Weiterhin wurde die FDM als Bestandteil eines Cofaktorregenerationssystems für redu-
ziertes NADH zusammen mit ADH und Formiat-Dehydrogenase (FDH) eingesetzt [4]. In 
diesem Fall wird Methanol als „Opfermolekül“ eingesetzt, welches vollständig zu CO2 
oxidiert wird, um drei Moleküle NAD+ zu NADH zu reduzieren. Beispielhaft wurde das 
Proof-of-principle dieses NADH-Regenerationssystems in zwei Enzymkaskaden gezeigt: 
einer Monooxygenase-katalysierten aromatischen Hydroxylierung und einer Enoat-
Reduktase-katalysierten Reduktion einer C=C-Bindung [4]. 
Zwei weitere Anwendungen der FDM im Bereich des Formaldehydabbaus bzw. der For-
maldehyddetektion sind Patent-geschützt. Der Abbau von Formaldehyd im Textilbereich 
durch die FDM wurde von der BASF beschrieben [10]. Darüber hinaus besteht ein Patent 
zum Einsatz der FDM in einem Formaldehyd-Biosensor, welche die pH-Änderung durch 
die entstehende Ameisensäure detektiert [8]. 
Die Anwendung der FDM in dieser Arbeit ist im Bereich der enzymatischen Synthese an-
gesiedelt (siehe Abbildung 1). Die Oxidation von Methan zu Methanol soll entweder durch 
die Kombination von Chemo- und Enzymkatalyse erfolgen. In diesem Fall wird die FDM 
als einziges Enzym eingesetzt und ihre integrierte Cofaktor-Regenerierung wird so optimal 
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ausgenutzt. Alternativ wird eine rein enzymatische Oxidationskaskade untersucht, in der 
die FDM mit weiteren Enzymen kombiniert wird (siehe Kapitel 3.3.1). 
Die publizierten Anwendungen der FDM wurden bislang im Labormaßstab durchgeführt, 
eine industrielle Umsetzung ist nicht bekannt. Um die industrielle Relevanz der FDM wei-
ter zu steigern, wurden in der vorliegenden Arbeit die in Kapitel 1.3 beschriebenen Ziele 
verfolgt. 
1.2.6 Herstellung von Methanol aus Methan mittels der FDM 
Die möglichst effiziente und vollständige Nutzung von Biogas ist wie in Kapitel 1.1 erläu-
tert entscheidend für dessen Nutzung. Bisher konzentrieren sich die meisten Konzepte hier-
für auf Strom- und Wärmebereitstellung [16]. Eine alternative oder zusätzliche Nutzungs-
strategie ist die stoffliche Nutzung, d.h. die Gewinnung von Chemikalien aus Biogas, die 
bislang aus petrochemischen Rohstoffen hergestellt wurden. Ein interessantes da sehr fle-
xibles Produkt stellt Methanol dar. Als Plattformchemikalie können unzählige Verbindun-
gen daraus synthetisiert werden, wie z.B. Acetate, Ethylen, Methyl-tert-butylether und Di-
methylether [2]. Die in der vorliegenden Arbeit evaluierten Verfahren zur Herstellung von 
Methanol sollen wie oben dargestellt zur Etablierung neuer Basistechnologien beitragen, 
um die Vielfältigkeit der Biogasnutzung zu erhöhen.  
Im Folgenden werden die Grundlagen der enzymatischen Methan-Oxidation in vivo sowie 
der chemo-enzymatischen Redoxkaskade erläutert. Darüber hinaus wird auf Möglichkeiten 
zur Nutzung der neben Methanol entstehenden Ameisensäure eingegangen. 
1.2.6.1 Methan-Oxidation in vivo 
Eine in dieser Arbeit betrachtete Möglichkeit zur Oxidation von Methan war die rein en-
zymatische Reaktion, angelehnt an in vivo Prozesse methanotropher und methylotropher 
Organismen. Hochspezialisierte methanotrophe Bakterien können Methan als einzige Koh-
lenstoff- und Energiequelle nutzen. Die zentrale Rolle im Stoffwechsel der aeroben Me-
thanotrophen spielt die Methan-Monooxygenase, die in membranständiger Form (pMMO) 
[33] oder löslicher, cytosolischer Form (sMMO) [34] vorkommt. Da sich lösliche Enzyme 
wesentlich einfacher herstellen lassen, wurde der Fokus auf die sMMO gelegt.  
Der erste Schritt des aeroben Methan-Abbaus besteht in der Hydroxylierung des Methans 
zu Methanol [34] (siehe Abbildung 6). Als Elektronendonor dient der Cofaktor NADH. Im 
Periplasma wird Methanol durch eine Pyrrolochinolinchinon(PQQ)-abhängige Methanol-
Dehydrogenase zu Formaldehyd oxidiert, bei gleichzeitiger Übertragung der Elektronen 
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auf Cytochrom c [35]. Formaldehyd wird wieder im Cytoplasma zu Ameisensäure und 
weiter zu CO2 oxidiert, wobei NAD+ zu NADH regeneriert wird. Zur Regeneration von 
Cytochrom c überträgt eine Cytochrom-c-Oxidase die Elektronen auf Sauerstoff und Pro-
tonen unter Bildung von Wasser.  
 
Abbildung 6: Schematische Übersicht über den aeroben Methan-Stoffwechselweg des Modellor-
ganismus‘ Methylococcus capsulatus Bath [36]. 
Cyt –  Cytochrom; FalDH – Formaldehyd-Dehydrogenase; FDH – Formiat-Dehydrogenase; MeDH 
– Methanol-Dehydrogenase; Ox – Oxidase; pMMO – Membran-ständige Methan-Monooxygenase; 
UQ – Ubichinol; sMMO – lösliche Methan-Monooxygenase. 
Die Verwertung von Methan durch methanotrophe Bakterien ist wie geschildert komplex 
und involviert membranständige Enzyme, verschiedene Elektronenüberträger sowie unter-
schiedliche Reaktionskompartimente. Die Herausforderung in vivo wie in vitro ist die Re-
generation des NADHs, welches die sMMO für die Oxidation von Methan benötigt. In 
vivo geschieht dies durch die vielfältigen Folgereaktionen bis hin zum Endprodukt CO2. In 
einem technischen Enzymprozess kann so kein sinnvolles Produkt wie z.B. Methanol ge-
wonnen werden. Die Cofaktor-Regenerierung muss dann anderweitig erfolgen. Dazu kön-
nen Enzyme aus den beschriebenen methanotrophen und darüber hinaus aus methylotro-
phen Bakterien in einer Redoxkaskade kombiniert werden. Die Strategie dafür in dieser 
Arbeit ist in Kapitel 3.3.1 und 4.8 ausführlich beschrieben.  
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1.2.6.2 Chemokatalytische Oxidation von Methan und Kombination mit der FDM 
Als Alternative zur rein enzymatischen Redoxkaskade sollten hier chemische und enzyma-
tische Katalyseschritte gekoppelt werden, um Methan aus Biogas möglichst effizient nut-
zen zu können. Dies erfordert die Partialoxidation von Methan [37]. 
Die Partialoxidation von Methan liegt thermodynamisch ungünstig, da bevorzugt die To-
taloxidation zu CO2 abläuft. Erkennbar ist das an der Gibbs-Energie ΔG0 (Tabelle 3). Je 
früher der Prozess in der Oxidationskette gestoppt werden soll, desto schwieriger und desto 
geringer die Ausbeuten. Methanol stellt die erste Oxidationsstufe nach Methan dar. Die 
direkte Oxidation ist daher wenig effizient. Obwohl das Interesse hoch ist und sich viele 
Forschungsvorhaben damit beschäftigen, sind die Ausbeuten immer noch sehr gering. Ty-
pischerweise liegen diese bei z.B. 0,04 bis 0,38% [38] oder 0,04 bis 0,46% [39]. Der Ge-
winnung von Formaldehyd aus Methan anstelle von Methanol kommt weniger Interesse 
zu. Aufgrund der günstigeren Gibbs-Energie dieser Reaktionen können hier deutlich höhe-
re Ausbeuten von bis zu ca. 4% erzielt werden [40-42]. 
Tabelle 3: Gibbs-Energie verschiedener Methan-Oxidationsreaktionen, berechnet aus [43]. 
Reaktion (Gasphase) Gibbs-Energie ΔG0(g) [kJ/mol]  
CH4 + 0,5 O2  CH3OH -111,8  
CH4 + O2  CH2O + H2O -280,6 
CH4 + 1,5 O2  CO + 2 H2O -543,9 
CH4 + 2 O2  CO2 + 2 H2O -801,1 
Biogas enthält neben 50-75% (v/v) Methan auch 25-45% (v/v) CO2 [16]. Bleibt das CO2 
ungenutzt und entweicht schließlich in die Atmosphäre, hat dies zwei Nachteile. Einerseits 
wird nicht das gesamte stoffliche Potential des Biogases genutzt. Andererseits stellt es ein 
Treibhausgas dar und sollte daher aus Klimaschutzgründen nicht in die Atmosphäre gelan-
gen. Wie Abbildung 7 zeigt, kann das CO2 im Biogas in der angestrebten chemo-
enzymatischen Kaskade genutzt werden, um Methanol herzustellen. Außerdem konnte die 
Selektivität der oxidativen Formaldehydbildung aus Methan durch CO2 gesteigert werden 
[18]. 
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Abbildung 7: Prozessschema der chemo-enzymatischen Oxidationskaskade zur Gewinnung von 
Methanol aus Methan. 
*Die heterogene Chemokatalyse wurde vom Leibniz-Institut für Katalyse LIKAT (Rostock), AG 
Anorganische Funktionsmaterialien (Dr. S. Wohlrab) bearbeitet. 
1.2.6.3 Nutzungsstrategien für die durch die FDM gebildete Ameisensäure 
Das auf enzymatischem oder chemischem Wege gewonnene Formaldehyd aus Methan 
sollte durch die FDM umgesetzt werden. Aufgrund ihres Dismutationsmechanismus (siehe 
Abbildung 2) entstehen dabei immer äquimolare Mengen Methanol und Ameisensäure. 
Bezüglich der Verwertung der Ameisensäure bieten sich mehrere Möglichkeiten an. Ist nur 
Methanol als Hauptprodukt gewünscht, kann die Ameisensäure zurück in die Chemokata-
lyse geführt werden. Dann werden aus 3 mol Methan 4 mol Methanol gewonnen (siehe 
Abbildung 7). Aus den molaren Verbrennungsenthalpien von Methan (890 kJ/mol) und 
Methanol (726 kJ/mol) [43] und der Stöchiometrie ergeben sich die Verbrennungsenthal-
pien des Edukts Methan zu 2670 kJ und des Produkts Methanol zu 2904 kJ. Der Prozess ist 
also endotherm und der Energiegehalt des Produkts liegt höher als der des Edukts.  
Die Ameisensäure kann auch als Zweitprodukt gewonnen werden. Ameisensäure stellt 
einen interessanten Speicher für Wasserstoff dar, welcher z.B. mithilfe eines Eisen-
Katalysators freigesetzt und nutzbar gemacht werden kann [44]. Des Weiteren wird Amei-
sensäure in Reinigungsmitteln, als Biozid, in der Leder- und Textilverarbeitung, der Fut-
termittelkonservierung, Kautschukkoagulation und Rauchgasentschwefelung eingesetzt 
[45]. Bei Aufreinigung des Formiat-Anions über Anionentauscher liegt diese anschließend 
als Salz vor. Formiat-Salze kommen z.B. in Bohrflüssigkeiten in der Ölindustrie und zur 
Enteisung zur Anwendung [45].  
Eine weitere Möglichkeit ist die Nutzung der Ameisensäure zur Cofaktor-Regenerierung 
durch die Formiat-Dehydrogenase in alternativen Enzymkaskaden [46-50]. So können re-
duzierte Äquivalente für NADH-abhängige Reaktionen bereitgestellt werden. Die Amei-
sensäure dient in dem Fall als „Opfermolekül“, welches in Form von CO2 stofflich verlo-
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ren geht. Dies bietet sich vor allem bei solchen Reaktionssequenzen an, durch die ein 
hochpreisiges Hauptprodukt gewonnen werden soll. Hier kann besonders die einzigartige 
Fähigkeit von Enzymen der enantioselektiven Katalyse ausgenutzt werden, um einen 
Mehrwert gegenüber der Chemokatalyse zu erzeugen. Die FDM kann in einer solchen En-
zymkaskade zur in situ Formiat-Generierung eingesetzt werden.  
1.3 Ziele der Arbeit 
Der Fokus der Arbeit lag auf dem Schlüsselenzym Formaldehyd-Dismutase (FDM) aus P. 
putida J3. Die FDM bietet einige industriell relevante Vorteile wie die integrierte Cofak-
tor-Regenerierung, hohe Formaldehydtoleranz und einfache Expression in E. coli. Trotz-
dem wird sie momentan nicht industriell eingesetzt. Die vorliegende Doktorarbeit sollte die 
Relevanz des Enzyms für technische Anwendungen weiter erhöhen, indem bestehende 
Lücken bezüglich ihrer Expression, Aufreinigung und Charakterisierung geschlossen wer-
den. Außerdem sollte der Einsatz der FDM zur (chemo-)enzymatischen Methanolgewin-
nung aus Methan evaluiert werden. 
 
Das Enzym war bei Beginn der Arbeit nur aus P. putida F61 isoliert worden [9], die Se-
quenz aus P. putida J3 war nicht verfügbar. Einblicke in die Genfamilie können Auf-
schluss über Struktur-Funktions-Beziehungen geben und neues katalytisches Potential für 
technische Enzymprozesse aufdecken. Daher sollte das Gen der fdm J3 sequenziert und mit 
Literaturdaten verglichen werden. 
Im Hinblick auf technische Nutzung des Enzyms ist ein Expressionssystem wünschens-
wert, welches keinen Selektionsdruck für hohe Enzymausbeuten benötigt. Die FDM-
Expression sollte daher in einem Rhamnose-Promoter-basierten E. coli-System etabliert 
und optimiert werden, welches gleichzeitig Hochzelldichtefermentationen erlaubt. 
Die Aufreinigung der FDM erfolgte bisher über klassische mehrstufige Protokolle. Für die 
Charakterisierung der gereinigten FDM wird eine schnelle und einfache Aufreinigungsme-
thode im Labormaßstab benötigt. Dafür sollte die FDM erstmals funktional mit einem Af-
finitäts-Tag hergestellt und über immobilisierte Metallchelat-Affinitätschromatographie 
(IMAC) aufgereinigt werden. 
Durch Charakterisierung der enzymkinetischen Parameter der FDM sollten ihre Einsatz-
möglichkeiten in technischen Enzymprozessen verbessert werden. Bisher lagen keine Da-
ten zur Produkthemmung des gereinigten Enzyms vor. Daher sollten die Effekte der Pro-
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dukte auf die gereinigte FDM untersucht und in einer gemeinsamen kinetischen Gleichung 
abgebildet werden. Ein weiterer betrachteter Aspekt war die hohe Toleranz der FDM ge-
genüber ihres Substrats Formaldehyd. Die bisher höchste in der Literatur getestete Kon-
zentration lag bei 1 M, wobei die Aktivität nicht beeinträchtigt war [3]. In der vorliegenden 
Arbeit sollte die Toleranzgrenze der FDM festgestellt werden. 
In der Literatur waren bereits einige Anwendungsfelder der FDM wie die organische Syn-
these, Biosensoren oder der Formaldehydabbau beschrieben (siehe Kapitel 1.2.5). Ein wei-
teres sollte in dieser Arbeit beleuchtet werden: ihr Einsatz zur (chemo-)-enzymatischen 
Gewinnung von Methanol aus Methan unter vollständiger Cofaktor-Regenerierung (siehe 
Abbildung 1). Die FDM sollte aus dem Zwischenprodukt Formaldehyd Cofaktor-neutral 
Methanol herstellen.  
Für die Herstellung des Zwischenprodukts Formaldehyd wurden zwei Strategien evaluiert. 
Eine rein enzymatische Katalyse wurde betrachtet. Dazu sollten zunächst die Schlüsselen-
zyme so ausgewählt werden, dass vollständige Cofaktor-Regenerierung ermöglicht wird. 
Die beteiligten Enzyme wurden entweder innerhalb der vorliegenden Arbeit in E. coli ex-
primiert, aufgereinigt und charakterisiert oder von der Universität Halle-Wittenberg, AG 
Aufarbeitung biotechnischer Produkte (Prof. Dr. M. Pietzsch) bereitgestellt. 
Die zweite Möglichkeit der Formaldehydgewinnung war eine chemische heterogene Kata-
lyse, durchgeführt vom Leibniz-Institut für Katalyse (LIKAT) in Rostock, AG Anorgani-
sche Funktionsmaterialien (Dr. S. Wohlrab). Die bereitgestellte Formaldehydlösung sollte 
auf ihre Eignung zur Umsetzung mittels der FDM durch den Vergleich mit einer Referenz-
lösung evaluiert werden. Diese Reaktion sollte anhand des zuvor aufgestellten enzymkine-
tischen Modells der Formaldehyd-Dismutation simuliert werden. So soll zukünftig eine in 
silico Modellierung des Prozesses ermöglicht werden, um ihn effizient auslegen zu kön-
nen. Die verfahrenstechnische Umsetzung war nicht Gegenstand dieser Arbeit, sondern 
wurde parallel zu dieser Arbeit untersucht [31].  
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
2.1.1 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien 
Tabelle 4: Verwendete Chemikalien. 
Chemikalie Spezifikati-
on/Reinheit 
Hersteller (Ort) 
2-Mercaptoethanol  ≥ 99 %  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Acrylamid Rotiphorese Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Agar Agar   Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 
Agarose Broad Range   Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe 
Ameisensäure ≥ 98,0 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Ammonium-peroxodisulfat 
(APS) 
≥ 98 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Ammoniumsulfat  Merck KGaA, Darmstadt 
Ampicillin Natriumsalz 99% Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
BisTris ≥ 99, 0 % VWR International GmbH, Darmstadt 
Bradford-Reagenz Protein Assay Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Bromphenolblau  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Calciumchlorid-Dihydrat ≥ 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Di-
Kaliumhydrogenphosphat 
(K2HPO4) 
≥ 98,0 %, CAS 
7758-11-4 
Merck KGaA, Darmstadt 
Dimethylsulfoxid (DMSO) ≥ 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Di-
Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat (Na2HPO4) 
≥ 99,5 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
DNAse  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Dithiothreitol (DTT) 99% Merck KGaA, Darmstadt 
EDTA Dinatriumsalz Dihy-
drat,  
≥ 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Ethylenglycol-
bis(aminoethylether)-
N,N,N′,N′-tetraessigsäure 
(EGTA) 
≥ 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Essigsäure 100 % Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 
Essigsäure 96 % Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 
Ethanol ≥ 96 % Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 
Ethidiumbromid (10 
mg/mL) 
 
 Thermo Fisher Scientific, USA 
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Formaldehydlösung 23,5 %, meth-
anolfrei 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Formaldehydlösung aus der 
Partialoxidation von Me-
than 
~ 5 g/L Leibniz-Institut für Katalyse e.V., 
Rostock, AG Anorganische Funktions-
materialien (Dr. S. Wohlrab) 
Glycerin  Merck KGaA, Darmstadt 
Glycin ≥ 99 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Harnstoff ≥ 99.6 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Hefeextrakt H Charge 6928 Leiber GmbH, Bramsche 
Hefeextrakt Charge 62487 Molekula GmbH, Garching 
HEPES 99,5% Buffer 
Grade 
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Hydrochloric acid ≥ 32 % Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 
IMAC5 (TED-ähnlicher 
Chelator, auf Polymethac-
rylat) 
mittlere Parti-
kelgröße 76 µm  
Purolite GmbH, Ratingen 
Imidazol ≥ 99 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
InstantBlue SDS-Gel Färbe-
lösung 
 Expedeon Ltd., Cambridgeshire, UK 
Isopropyl-β-D-
thiogalactopyranosid 
(IPTG) 
 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Kaliumchlorid (KCl) ≥ 99.5 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Kaliumdihydrogenphosphat 
(KH2PO4) 
≥ 99 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Kaliumhydroxid ≥ 85 % Merck KGaA, Darmstadt 
L-(+)-Rhamnose-
Monohydrat 
 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
L-(+)-Rhamnose-
Monohydrate 
≥ 99 % Südzucker AG, Mannheim 
L-Histidin  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Magnesiumchlorid-
Hexahydrat 
≥ 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Magnesiumsulfat-
Heptahydrat 
 AppliChem GmbH, Darmstadt 
Methanol ≥ 99,7 % Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 
Milchpulver  Heirler-Cenovis GmbH, Radolfzell 
MOPS Pufferan 3-Morpholino-
propane-sulfonic 
acid 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
N,N,N',N'-
Tetramethylethylendiamin 
(TEMED) 
≥ 99 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
NAD+ ≥ 99 % Merck KGaA, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphos-
phat (NaH2PO4) 
≥ 98 % Bernd Kraft GmbH, Duisburg 
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Natriumacetat ≥ 99 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Natriumchlorid ≥ 99,8 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Natriumhydroxid ≥ 99,5 % Merck KGaA, Darmstadt 
Nickel(II)sulfat-
Hexahydrate 
≥ 99 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Nickel-Nitrilotriessigsäure 
(Ni-NTA) Agarose 
50 % in 30 % 
EtOH, binding 
capacity:  
5 – 50 mg/mL 
5 PRIME GmbH, Hilden 
Ni-NTA Sepharose  
 
50 % Suspen-
sion in 30 % 
Ethanol 
IBA GmbH, Göttingen 
Phosphorsäure ≥ 85 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Paraformaldehyd ≥ 99 % Merck KGaA, Darmstadt 
Polyethylenglykol 6000 
(PEG 6000) 
 Merck KGaA, Darmstadt 
Ponceau S  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Rinderserumalbumin (BSA) ≥ 98,0 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Roti®-Blue SDS-Gel Fär-
belösung 
5x Konzentrat  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Roti-Lumin 1 und 2  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Rotiphorese Gel 30 (30 % 
Acrylamid-/Bisacrylamid-
Lösung; 37,5:1) 
 Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Schwefelsäure ≥ 95,0 % Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen 
Natriumlaurylsulfat (SDS)  ≥ 99,0 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Tetracyclin-Hydrochlorid ≥ 95 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Tricin ≥ 99,0 % MP Biomedicals, LLC, Santa Ana, CA, 
USA 
Tris(hydroxymethyl)amino
methan (TRIS) 
≥ 99.9 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Trypton Charge 4124996 Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Tween 20  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Zinkchlorid ≥ 98 % Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
α-D(+)-Glucose monohy-
drate 
≥ 99.5 % Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
 
Tabelle 5: Verwendetes Material. 
Material  Hersteller (Ort) 
Becherglas 25 – 500 mL VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Eppendorf-Reaktionsgefäße Lobind 1,5 - 5 ml Eppendorf AG, Hamburg 
Erlenmeyerkolben mit/ohne Schi-
kane 
100 – 1000 mL Schott AG, Mainz 
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Falcongefäße 15 und 50 mL VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Gelfiltrationseinheiten PD-10  GE Healthcare GmbH, So-
lingen 
Glasflaschen 50 – 1000 mL Schott AG, Mainz 
HPLC Insert 450 µL WICOM Germany GmbH, 
Heppenheim 
HPLC Vial 2 mL WICOM Germany GmbH, 
Heppenheim 
Küvetten Halbmikro Brand GmbH & Co. KG, 
Wertheim 
Leere Filtersäulen 5 mL Qiagen GmbH, Hilden 
Messzylinder 10 – 1000 mL VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Mikrotiterplatten 96-Well transparent, 
flat bottom 
Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 
Native PAGE Gel NatviePAGE™ 4-16% Bis-Tris Gel 
Thermo Fisher Scientific, 
USA 
Nitrocellulose Membrane  0.2 µm pore size Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München 
PCR-Platten 96-Well VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Petrischalen Ø 9 cm VWR International GmbH, 
Darmstadt 
pH-Teststäbchen pH 6 – 10 und pH 1 – 
5 
Merck KGaA, Darmstadt 
Pipettenspitzen 10 – 5000 μL Greiner Bio-One GmbH, 
Frickenhausen 
Reagenzgläser 10 – 20 mL Schott AG, Mainz 
Reaktionsgefäße 1,5 – 5 mL Eppendorf AG, Hamburg 
Rotilabo®-Spritzenfilter Porengröße 0,2 µm, 
Nylon 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG, Karlsruhe 
Serva GelTM TG PrimeTM 10%, 10 oder 12 Ta-
schen 
Serva Electrophoresis 
GmbH, Heidelberg 
Sterile Spritzen mit/ohne Luer-Lok 1 mL, 10 mL, 30 mL Becton Dickinson GmbH, 
Heidelberg 
Sterile Spritzenvorsatzfilter  0.2 µm, Celluloseace-
tat 
VWR International GmbH, 
Darmstadt 
Ultrafiltrationseinheiten (Amicon) 0,5 – 4 mL  Merck KGaA, Darmstadt 
Zellu Trans Roth Mini Dialyzer 
MD 300  
MWCO 6000 -8000 
Da 
Carl Roth GmbH & Co. 
KG, Karlsruhe 
D-tubeTM Dialyzer Maxi MWCO 12-14 kDa Merck KGaA, Darmstadt 
 
2.1.2 Geräte 
Tabelle 6: Verwendete Geräte. 
Bezeichnung Gerätename Herstellerfirma 
Analysenwaage MSA124S-100-DI  Sartorius AG, Göttingen 
Autoclave VX-150 Sestec, Wettenberg 
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Brutschrank Heratherm Incubator Thermo Fisher Scientific, USA 
CD-Spektrometer (Institut 
für Biochemie, Universität 
Stuttgart) 
J-815 Jasco, Gross-Umstadt 
Gefriertrockner ALPHA 2-4 LDplus Christ, Osterode am Harz 
Gelkammersystem Mighty Small II SE250 
Gelkammer 
Multiple Gel Caster 
Hoefer Inc., Holliston, MA, 
USA 
Hochdruckhomogenisator 
(Frenchpress) 
EmulsiFlex-B15 Avestin Europe GmbH, Mann-
heim 
HPLC System: 
Autosampler  
Pumpe 
RI-Detektor 
Säule 
 
Software 
Entgaser 
D/A-Wandler 
 
AL 3110 
HPLC Compact Pump 
Differential Refraktometer 
8120 
Aminex® HPX-87H, 300 x 
7,8 mm  
 
McDAcq 
GasTorr BG34-02 
LC CaDI 22-14 
 
BISCHOFF GmbH, Leonberg 
BISCHOFF GmbH, Leonberg 
BISCHOFF GmbH, Leonberg 
Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München  
BISCHOFF GmbH, Leonberg 
FLOM Inc., Tokyo, Japan 
BISCHOFF GmbH, Leonberg 
Lumineszenz-Messgerät LAS1000-Plus & Intelligent 
Dark Box II 
Fujifilm Holdings 
Magnetrührer MR Hei-Standard Heidolph Instruments GmbH & 
Co. KG, Schwabach 
Massenspektrometer FoxySpec Matthias Stier, Universität 
Stuttgart [31] 
Multiwell-Reader Nanoquant infinite M200pro Tecan Group Ltd., Männedorf, 
Schweiz 
Multiwell-Reader Synergy 2 BioTek Instruments GmbH, 
Bad Friedrichshall 
PCR Cycler S1000 Thermal Cycler Bio-Rad Laboratories GmbH, 
München 
pH-Meter Lab850 Xylem Analytics Germany 
Sales GmbH & Co. KG, 
Weilheim 
Photometer GeneSys 10uv Thermo Fisher Scientific, USA 
Scanner Canoscan LiDE210 Canon Deutschland GmbH, 
Krefeld 
Schüttelschrank Multitron HT2 Infors GmbH, Einsbach 
Schüttler PS-3D Sunflower Mini-
Shaker 
Grant Instruments Ltd., Cam-
bridgeshire,UK 
Semi-dry Transfer Einheit TE77X Hoefer Inc., Holliston, MA, USA 
Spannungsquelle Standard Power Pack P2 Biometra GmbH, Göttingen 
Spektrophotometer Nanodrop 2000c Thermo Fisher Scientific,USA 
Sterilbank HeraSafeKS Thermo Fisher Scientific, USA 
Thermomixer  Thermomixer compact Eppendorf AG, Hamburg 
Thermomixer  Thermomixer MKR13 Ditabis AG, Pforzheim 
Tischzentrifuge Z216MK Hermle Labortechnik GmbH, 
Wehingen 
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Ultraschallsystem: 
Ultraschall-Zelldisruptor 
Sonotrode 
 
Cell Disruptor S450D 
Mikrospitze 5 mm / 3/16" 
 
BRANSON Ultraschall, Diet-
zenbach 
Vortexer D-6012 neoLab Migge GmbH, Heidel-
berg 
Waage BP410 Sartorius AG, Göttingen 
Zentrifuge Heraeus Megafuge 16R Thermo Fisher Scientific, USA 
 
2.1.3 Nährmedien, Puffer und Lösungen 
Sofern nicht anders angegeben, wurden Nährmedien, Puffer und Lösungen in VE-H2O 
angesetzt. 
Tabelle 7: Verwendete Nährmedien und -zusätze. 
Nährmedium Zusammensetzung 
1x LB-Nährmedium 10 g/L Trypton, 
10 g/L NaCl, 
5 g/L Hefeextrakt 
pH 7 
1x LB-Platten 10 g/L Trypton, 
10 g/L NaCl, 
5 g/L Hefeextrakt, 
20 g/L Agar 
pH 7 
Medium DSMZ1192 (B. 
methanolicus) 
37,4 g/L Difco Marine Broth, 
20 µg/L Biotin (20 mg/L Stocklösung, sterilfiltriert), 
1 µg/L Vitamin B12 (100 mg/L Stocklösung, sterilfiltriert), 
4 mL/L Methanol 
TSS-Lösung 10 % PEG 6000 (w/v), 
5 % DMSO (v/v), 
50 mM MgCl2 (2 M Stocklösung, autoklaviert),  
in 1x LB medium 
Ampicillin 100 mg/mL (sterilfiltriert), Arbeitskonzentration 100 µg/mL 
Kanamycin 30 mg/mL (sterilfiltriert), Arbeitskonzentration 30 µg/mL 
Tetracyclin 1,25 mg/mL in Ethanol, Arbeitskonzentration 12,5 µg/mL  
IPTG 1 M (sterilfiltriert), Arbeitskonzentration 1 mM  
L-Rhamnose 200 g/L (sterilfiltriert), Arbeitskonzentration 2 g/L  
ZnCl2 100 mM (sterilfiltriert), Arbeitskonzentration 1 mM 
MgSO4 2 M (autoklaviert), Arbeitskonzentration 20 mM 
 
Tabelle 8: Verwendete Puffer und Lösungen. 
Verwendung Puffer/Lösung Zusammensetzung 
Zellaufschluss (FDM) Aufschlusspuffer 100 mM K2HPO4, pH 7 oder 8 
Protein-Assay BSA-Stocklösung 10 mg/mL, bei -20 °C gelagert 
5x Reagenz (Bio-Rad) 1 : 5 verdünnt  
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FDM-Aktivitätsassay Phosphatpuffer 100 mM K2HPO4, pH 7 
 10x Formaldehydlösung 10 g/L in 100 mM K2HPO4, pH 7 
 Essigsäure 0,5 M Essigsäure 
FDM-Aktivitätsassay mit 
verschiedenen Zusätzen 
Zinkchlorid-Lösung 
EDTA-Lösung 
Imidazol-Lösung 
 
100 mM ZnCl2 
100 mM EDTA 
250 mM Imidazol 
alle in 100 mM K2HPO4, pH 7 
MDH-Aktvititätsassay Glycin-Puffer [51] 100 mM Glycin, 
5 mM MgSO4, 
pH 9,5 mit KOH 
10x NAD+-Lösung 10 mM NAD+, frisch hergestellt, 
in Arbeitspuffer 
10x Methanol-Lösung 5 M Methanol 
Kompositpuffer „TMA“ 
(Enzymkaskade) 
Tris/MES/Acetat/MgSO4-
Puffer 
50 mM Tris, 
25 mM MES, 
25 mM Acetat, 
5 mM MgSO4, 
pH 7,5/8/8,5/9/9,5 
Lagerung sMMO (Uni-
versität Halle-Wittenberg) 
MOPS 25 mM MOPS 
pH 7 
Affinitätschromatographie 
(FDM) 
Aufschlusspuffer für 
Aufreinigung 
100 mM K2HPO4,  
300 mM NaCl,  
pH 8 
Waschpuffer Imidazol 100 mM K2HPO4,  
10 mM Imidazol,  
300 mM NaCl,  
pH 8 
Waschpuffer EDTA 100 mM K2HPO4,  
10 mM EDTA,  
300 mM NaCl,  
pH 8 
Elutionspuffer Imidazol 100 mM K2HPO4,  
250 mM  Imidazol,                    
300 mM NaCl, 
pH 8 
Elutionspuffer EDTA 100 mM K2HPO4,  
10, 25, 50 oder 100 mM EDTA, 
300 mM NaCl,  
pH 8 
Affinitätschromatographie 
(MDH) 
Aufschlusspuffer für 
Aufreinigung 
50 mM NaH2PO4,  
300 mM NaCl,  
5 mM MgSO4 
pH 8 
Waschpuffer 50 mM NaH2PO4,  
300 mM NaCl,  
5 mM MgSO4 
20 mM Imidazol,  
pH 8 
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Elutionspuffer 50 mM NaH2PO4,  
300 mM NaCl,  
5 mM MgSO4 
250 mM Imidazol,  
pH 8 
SDS-PAGE 
(selbstgegossene Gele) 
 
5x SDS-Laufpuffer 125 mM Tris,  
1,25 M Glycin,  
0,5% SDS 
Sammelgelpuffer 1 M Tris, pH 6,8 
Trenngelpuffer 1,5 M Tris, pH 8,8 
SDS-Lösung 10 % (w/v) SDS 
APS-Lösung 10 % (w/v) APS 
SDS-PAGE (Fertiggele, 
Serva, Heidelberg) 
10x SDS-Laufpuffer nach 
Lämmli 
0,25 M Tris,  
1,92 M Glycin,  
1 % SDS 
SDS-PAGE (selbstgegos-
sene Gele und Fertiggele) 
Roti-Blue Färbelösung 60 mL VE-H2O,  
20 mL Methanol,  
20 mL Roti Blue 
InstantBlue Färbelösung --- 
5x SDS-Probenpuffer  0,25 M Tris,  
10 % SDS,  
0,5 % (w/v) Bromphenolblau, 
50 % Glycerin,                         
12.5 % (v/v) β-Mercaptoethanol, 
pH 6,8 
Native PAGE 4x Probenpuffer 0,418 g BisTris,  
0,107 mL 6 mol L-1 HCl,  
4 g Glyzerin,  
0,117 g NaCl,  
0,4 mg Ponceau S,  
Ad 10 mL VE-H2O 
20x Native PAGE Lauf-
puffer 
209,2 g/L BisTris, 
179,2 g/L Tricine 
20x Kathodenpuffer 0,4 % Coomassie G 250 
1x Native PAGE An-
odenpuffer 
50 mL 20x Native PAGE Laufpuff-
er, 
950 mL ddH2O 
1x Native PAGE 
Kathodenpuffer 
10 mL 20x Native PAGE Laufpuf-
fer,                             10 mL 20x 
Kathodenpuffer, 
180 mL ddH2O 
 Fixierlösung 40 % (v/v) Methanol,  
10 % (v/v) Eisessig 
Western Blot PBS-Puffer 80 g/L NaCl,  
2 g/L KCl,  
14,4 g/L Na2HPO4,  
2,4 g/L KH2PO4,  
pH 7,4 
PBST-Puffer 0,05 % Tween 20 in 1x PBS 
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Blockierlösung 5 % Milchpulver in 1x PBS 
Bindungspuffer 1 % BSA in 1x PBST 
Detektionslösung 50 % (v/v) Roti-Lumin 1,             
50 % (v/v) Roti-Lumin 2 
HPLC-Analytik Laufmittel 5 mM H2SO4 in ddH2O 
Agarose-
Gelelektrophorese 
10x TAE-Puffer 242 g/L Tris,  
57,1 ml/L Essigsäure, 
32,6 g/L EDTA 
 
2.1.4 Verwendete Stämme und Plasmide 
Tabelle 9: Verwendete Stämme. 
Stamm Genotyp Herkunft/Referenz 
E. coli JM109 endA1 glnV44 thi-1 relA1 gy-
rA96 recA1 mcrB+ Δ(lac-proAB) 
e14- [F' traD36 proAB+ lacIq 
lacZΔM15] hsdR17(rK-mK+) 
Promega (Mannheim) 
E. coli ER2523 fhuA2 [lon] ompT gal sulA11 
R(mcr-73::miniTn10--TetS)2 
[dcm] R(zgb-210::Tn10--TetS) 
endA1 Δ(mcrC-mrr)114::IS10 
New England Biolabs 
(Frankfurt) 
E. coli W3110 F- λ- rph-1 INV(rrnD, rrnE) American Type Culture 
Collection ATCC (Manas-
sas, VA, USA)  
E. coli BW3110 F- λ- rph-1 INV(rrnD, rrnE) 
rhaB- 
Dr. Josef Altenbuchner, 
Universität Stuttgart IIG 
E. coli BL21 F– ompT gal dcm lon hsdSB(rB–
mB–) [malB+]K-12(λS) 
Stratagene/Agilent Tech-
nologies (Waldbronn) 
P. putida J3 nicht bekannt [9] 
P. putida JCM9045 (F61) nicht bekannt RIKEN JCM, Ibaraki, Ja-
pan Bacillus methanolicus 
PB1 
nicht bekannt DSMZ 16454 
 
Tabelle 10: Verwendete Plasmide. 
Plasmid Promoter 
(Induktor) 
Antibiotika-
resistenz (Kon-
zentration) 
Verwendung Quelle 
pJOE5940.1 Rha (Rham-
nose) 
Amp FDM-
Expression 
Dr. Josef Altenbuch-
ner, Universität Stutt-
gart IIG 
pUC118 Lac (IPTG) Amp FDM-
Expression 
Takara Biotechnology 
(Kusatsu, Japan) 
pMAL-p5X Tac (IPTG) Amp FDM-
Expression 
New England Biolabs 
(Frankfurt) 
pET29b T7 Kan MDH-
Expression 
Merck Millipore 
(Darmstadt) 
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pKY206 konstitutiv Tet Coexpression 
von GroESL mit 
FDM 
Prof. Yoshinori Aki-
yama,  Institute for 
Virus Research, Kyoto 
University 
 
Tabelle 11: Hergestellte und eingesetzte rekombinante E. coli Stämme. 
Stamm  Plasmid(e) Gen-Variante Verwendete Restriktions-
schnittstellen 
E. coli JM109 pUC118 fdm J3 BamHI/PstI 
E. coli 
BW3110 
pJOE fdm J3  
fdm J3-6xHis  
fdm F61-6xHis 
NdeI/BsrGI 
NdeI/BsrGI 
NdeI/BsrGI 
E. coli 
BW3110 
pJOE + pKY206 fdm J3 
fdm J3-6xHis 
NdeI/BsrGI 
NdeI/BsrGI 
E. coli ER2523 pMAL-p5X 
pMAL-p5X-ΔmalE 
MBP-fdm J3 
fdm J3 
SacI/PstI 
BamHI/PstI 
E. coli ER2523 pMAL-p5X + 
pKY206 
MBP-fdm J3 SacI/PstI 
E. coli BL21 pET29b mdh2P-6xHis BamHI/PstI 
2.1.5 Oligonukleotide 
Tabelle 12: Verwendete Oligonukleotide inklusive deren Sequenz und der Verwendung. 
Nr. Name Sequenz (5‘  3‘) Verwendung 
1 
2 
J3_full_ for 
J3_full_ rev 
(CTTGACAGGGCTTTGTTCC) 
(TAGTGGGGCAGGCTTTC) 
Klonierung fdm aus 
gDNA von P. putida 
J3 
3 
4 
5 
J3_pJOE_for 
J3_pJOE_rev  
J3His_pJOE_rev 
(AAAAACATATGGCCGGTAATAAAAGC) 
(AAAAAATGTACATCATTTATTCTTCAACATGCC) 
(AAAAAATGTACATCAATGATGATGATGATGAT-
GTTTATTCTTCAACATGC) 
Subklonierung fdm in 
pJOE5940.1 
6 
 
7 
mdh2P_for 
 
mdh2P_rev 
(TAGGAATTCCAGGAGGTTGCGAT-
GACAAACACTCAAAGTATATTTT) 
(TAGCTGCAGTTACATAGCATTTTTAATAATTTG-
TATAAC) 
Klonierung mdh2P 
aus gDNA von B. me-
thanolicus PB1 
8 
 
9 
mdh2P_for 
 
mdh2P_pET29b_re
v 
(TAGGGATCCCAGGAGGTTGCGAT-
GACAAACACTCAAAGTATATTTT) 
(TAGCTCGAGCATAGCATTTTTAATAATTTG-
TATAAC) 
Subklonierung mdh2P 
in pET29b 
10 
11 
pJOE_for  
pJOE_rev  
(TAGGGAGACCACAACGG) 
(ACCGCTTCTGCGTTCTG) 
Sequenzierung 
(pJOE5940.1) 
12 
13 
pUC_for 
pUC_rev 
(CTTCCGGCTCGTATGTTG) 
(GATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGT) 
Sequenzierung 
(pUC118) 
14 
15 
pKY_for 
pKY_rev 
(TCACTTATTCAGGCGTAGCA) 
(GGCCTTTTTAAAGACCGTAAAG) 
Kontroll-PCR 
pKY206 
16 
17 
F61_pJOE_for 
F61His_pJOE_rev 
(AAAAACATATGGCCGGTAATAAAAGC) 
(AAAAAATGTACATCAATGATGATGATGATGATG
TTTATTCTTCAACATGC) 
Subklonierung fdm in 
pJOE5940.1 
Unterstrichen: Restriktionsschnittstellen 
Kursiv: Ribosomen-Bindestelle (Shine-Dalgarno-Sequenz) 
Fett: Start-/Stopp-Codon 
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2.1.6 Kits, Standards und kommerzielle Enzyme 
Tabelle 13: Verwendete Kits, Standards und kommerzielle Enzyme. 
Bezeichnung Hersteller (Ort) 
Antarctic Phosphatase New England Biolabs (Frankfurt) 
BenchMark™ His-tagged Protein Standard Thermo Scientific, USA 
DNase I AppliChem (Darmstadt) 
DreamTaq DNA Polyermase Thermo Scientific, USA 
Formaldehyd Küvetten-Test LCK325 Hach-Lange (Düsseldorf) 
Gel loading-dye blue (6x)  New England Biolabs (Frankfurt) 
GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit Sigma-Aldrich (München) 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific, USA 
GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder Thermo Scientific, USA 
NativeMark™ Unstained Protein Standard Thermo Scientific, USA 
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Macherey-Nagel (Düren) 
PageRuler Broad Range Unstained Protein 
Ladder 
Thermo Scientific, USA 
PageRuler Unstained Protein Ladder Thermo Scientific, USA 
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs (Frankfurt) 
Protein Assay (nach Bradford) Bio-Rad (München) 
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden) 
T4 DNA Ligase Thermo Scientific, USA 
Verschiedene Restriktionsenzyme New England Biolabs (Frankfurt) 
 
2.1.7 Bioinformatische Programme und Datenbanken 
Tabelle 14: Verwendete bioinformatische Programme und Datenbanken. 
Programm/Datenbank Bereitsteller URL (falls zutreffend) 
BLAST® U.S. National Library of 
Medicine 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Bl
ast.cgi 
Clone Manager Profession-
al 9 
Scientific & Educational 
Software, USA 
--- 
GATCViewerTM 1.00  GATC Biotech AG, 
Konstanz 
--- 
Nucleotide/Protein Data-
base 
National Center for Bio-
technology Information 
(NCBI) 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
Enzyme Database BREN-
DA 
TU Braunschweig http://www.brenda-enzymes.org/ 
Reverse Complement Paul Stothard http://www.bioinformatics.org/s
ms/rev_comp.html 
Sequenz-Alignment Clustal 
W (DNA/Protein) 
EMBL-EBI http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/
clustalo/ 
Translate tool SIB Swiss Institute of 
Bioinformatics 
http://web.expasy.org/translate/ 
Primer3 v0.4.0 Steve Rozen,  Helen Ska-
letsky 
http://bioinfo.ut.ee/primer3-
0.4.0/ 
NEBclonerTM v1.0.5 New England Biolabs 
(NEB) 
http://nebcloner.neb.com/#!/ 
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KEGG: Kyoto Encyclope-
dia of Genes and Genomes 
Minoru Kanehisa http://www.genome.jp/kegg/ 
UniProtKB EMBL-EBI, SIB Swiss 
Institute of Bioinformat-
ics, Protein Information 
Resource (PIR) 
http://www.uniprot.org/ 
 
2.2 Mikrobiologische Methoden 
2.2.1 Stammhaltung 
Dauerkulturen wurden nach Klonierung (siehe Kapitel 2.3) aus Einzelkolonien als Gefrier-
kulturen angelegt. Einzelne Kolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze in je ein Re-
agenzglas mit 5 mL LB-Medium mit entsprechendem Selektionsdruck überimpft. Nach 
Inkubation über Nacht bei 30 oder 37 °C wurden 750 µL Kultur mit 325 µL einer sterilen 
65% Glyzerin-Lösung gemischt und sofort bei -20 °C eingelagert (entspricht 20% Glyzerin 
in den Gefrierkulturen). Für die Anzucht der Stämme wurden ca. 100 µL der Gefrierkultu-
ren auf LB-Agar-Platten mit entsprechendem Selektionsdruck ausplattiert (kein Vereinze-
lungsausstrich). Vorkulturen für die Kultivierungsexperimente wurden mit einer Impföse 
von diesen Platten angeimpft. Ausgestrichene Platten wurden maximal 4 Wochen nach 
dem Ausstreichen verwendet. 
2.2.2 Herstellung und Transformation chemisch kompetenter E. coli-Zellen 
Die Transformation von Plasmiden in E. coli erfolgte nach der TSS-Methode (engl. Trans-
formation and Storage Solution) [52]. Die Methode gehört zu den chemischen Transforma-
tionsprotokollen, die Kompetenz der Zellen wird über PEG induziert.  
Aus einer Übernacht-Kultur wurden 40 mL LB-Medium in einem 250 mL Schüttelkolben 
ohne Schikane 1:100 angeimpft. Diese Kultur wurde bis zu einer OD600 von ca. 0,4 bei 
37 °C und 150-200 rpm inkubiert. Die Zellen wurden anschließend sofort in Zentrifugati-
onsgefäße überführt und bei 4 °C, 4696 x g für 10 min pelletiert. Das Pellet wurde in 2 mL 
Eis-gekühlter Transformationslösung (TSS) resuspendiert und auf Eis gelagert. Daraus 
wurden 200 µL Aliquots angelegt, die entweder sofort für eine Transformation verwendet 
wurden oder bei -80 °C bis zu 6 Monate eingelagert wurden.  
Für die Transformation wurden 1-10 ng (E. coli JM109, BW3110, ER2523) bzw. 10-30 ng 
(E. coli BL21) Plasmid-DNA oder 20 µL Ligationsansatz (siehe Kapitel2.3.2.6) mit 
200 µL kompetenter Zellen gemischt. Diese Suspension wurde 5-60 min auf Eis gelagert, 
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dann 60 s bei 42 °C einem Hitzeschock unterzogen und anschließend wieder sofort auf Eis 
gestellt. Danach wurde je 1 mL LB-Medium zugegeben und 1 h bei 37 °C geschüttelt. 
Falls ein zweites Plasmid in einen Stamm transformiert wurde, der bereits ein Plasmid ent-
hielt, wurde hier ebenfalls das Antibiotikum zur Selektion des ersten Plasmids zugegeben. 
Nach Inkubation wurden 100 µL der Suspension direkt auf Selektionsplatten (LB-Agar, 
siehe Tabelle 7) mit einem Drigalskispatel ausgestrichen. Die restliche Suspension wurde 
für 3 min bei 16060 x g zentrifugiert, das Pellet in ca. 100 µL Restvolumen des Überstands 
resuspendiert und ebenfalls auf Selektionsplatten ausgestrichen. Als Positivkontrolle wurde 
jeweils ein bereits vorhandenes Plasmid transformiert, das aus dem gleichen Plasmidgerüst 
bestand (Leerplasmid oder mit Zielgen). Als Negativkontrolle wurde ein Aliquot der kom-
petenten Zellen ohne Plasmid mitgeführt. 
2.2.3 Messung der optischen Dichte und Trockensubstanz 
Die Optische Dichte wurde in Küvetten bei 500 nm gegen Luft gemessen (OD500). Als 
Leerwert wurde die Extinktion des entsprechenden Mediums oder Puffers gegen Luft ab-
gezogen. Um in einem Messebereich zwischen 0,1 und 0,7 zu liegen, wurden die Proben 
mit 0,9% NaCl oder Puffer verdünnt. 
Zur Korrelation der OD500 mit der Biotrockenmasse (BTM) wurden Kultivierungsproben 
unterschiedlicher OD500 zweimal mit 0,9% NaCl gewaschen und bei 4696 x g abzentrifu-
giert. Die Zellpellets wurden in Falcons über Nacht bei 105 °C getrocknet und anschlie-
ßend ausgewogen. Der geringe Gewichtsverlust leerer Falcons während dieser Prozedur 
wurde mitberücksichtigt. Die ermittelte Korrelation ist im Anhang gezeigt. 
2.2.4 Kultivierung von E. coli zur Expression der Formaldehyd-Dismutase 
Im Folgenden wird zunächst die Standardprozedur zur FDM-Expression erläutert. Mögli-
che Abweichungen davon sind im Anschluss aufgeführt oder werden in Kapitel 3 erwähnt. 
Standardprozedur zur FDM-Expression 
Vor Beginn von Kultivierungen in Flüssig-(LB-)medium wurde ausreichend Zellmaterial 
aus Gefrierkulturen (siehe Kapitel 2.2.1) auf Agarplatten (siehe Kapitel 2.1.3) mit entspre-
chendem Selektionsdruck (siehe Kapitel 2.1.4) ausgestrichen und über Nacht bei 30 °C 
inkubiert. Daraus wurde die erste Vorkultur angeimpft und laut Tabelle 15 inkubiert. In die 
zweite Vorkultur wurden 100 µL aus Vorkultur 1 überführt. Die folgende Hauptkultur 
wurde auf eine OD500 von 0,13 aus Vorkultur 2 angeimpft. Alle Kultivierungsbedingun-
gen sind in Tabelle 15 zusammengefasst. Der Wachstumsverlauf der Kulturen wurde wäh-
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rend der Hauptkultur durch die OD500 verfolgt (siehe Kapitel 2.2.3). 
Tabelle 15: Kultivierungsbedingungen für Vor- und Hauptkulturen zur FDM-Expression. Alle 
Kulturen wurden in LB-Medium durchgeführt und mit 200 rpm geschüttelt. 
Kultur Dauer, Temperatur Volumen, Gefäß Selektionsdruck vorhan-
den (siehe Tabelle 7) 
Vorkultur 1 6-7 h, 30-37 °C 5 mL, Reagenzglas Für alle Systeme 
Vorkultur 2 16-18 h, 30 °C 10 mL, Schikanekol-
ben 
Für alle Systeme 
Hauptkultur 24 h, 30 °C Variabel - max. 20% 
des Nennvolumens, 
Schikanekolben 
Für alle außer rha-System 
Je nach Promotor-System wurden verschiedene Antibiotika als Selektionsdruck und In-
duktoren zur FDM-Expression verwendet (siehe Kapitel 2.1.4). Die FDM-Expression wur-
de zunächst bei allen Promoter-Systemen zu Beginn der exponentiellen Phase (ca. OD500 
= 0,2-0,3) induziert; später wurde im rha-System von Beginn an induziert (siehe Kapitel 
3.1.4).  
Für die Ernte der Hauptkulturen nach 24 h wurden die Zellsuspensionen in Zentrifugati-
onsgefäße überführt und bei 4696 x g für 15 min bei 4 °C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen und das Zellpellet zum Waschen in 0,9 % NaCl-Lösung gelöst. Das 
NaCl-Volumen entsprach dabei in etwa einem Viertel des Kulturvolumens. Es wurde unter 
den gleichen Bedingungen erneut zentrifugiert und der Überstand verworfen. Die Zellpel-
lets wurden mit wenig Restflüssigkeit bei -20 °C eingefroren. 
Einfluss des Promoter-Systems auf die FDM-Aktivität in Rohextrakten 
Um den Einfluss des Promoter-System auf die FDM-Aktivität in Rohextrakten zu untersu-
chen, wurden die in Kapitel 2.1.4 beschriebenen E. coli Stämme verwendet. Abweichend 
vom obigen Kultivierungsprotokoll wurden hier die Erntezeitpunkte variiert: frühe (6-7 h) 
oder späte stationäre Phase (24 h) (siehe Kapitel 3.1.3).  
Variation von Temperatur, Induktions- und Erntezeitpunkt zur FDM-Expression im rha-
System 
Bei diesem Experiment wurde das Zellwachstum bei 37 °C durchgeführt, bis der Induktor 
L-Rhamnose zugegeben wurde. Zu diesem Zeitpunkt wurde die Expressionstemperatur auf 
20, 25 oder 30 °C gesenkt. Es wurden zwei unterschiedliche Induktionszeitpunkte getestet: 
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in der frühen exponentiellen Phase (OD500 = 0,2-0,3) und im Übergang zur stationären 
Phase (OD500 = 2,2-2,5) (siehe Kapitel 3.1.4). 
2.2.5 Kultivierung von E. coli zur Expression der Methanol-Dehydrogenase 
Zur heterologen Expression der MDH2P wurde der Stamm E. coli BL21/pET29b-mdh2P 
genutzt. Der Stamm wurde aus einer Dauerkultur auf einer LB-Agarplatten mit Selektions-
druck (Tabelle 10) ausgestrichen und über Nacht bei 30 °C oder zwei Tage lang bei Raum-
temperatur inkubiert. Davon wurde eine Impföse voll für eine Vorkultur in Reagenzgläsern 
oder 100 mL Schüttelkolben mit 5 bzw. 20 mL LB-Medium mit Antibiotikum verwendet. 
Nach 16-18 h wurde die Hauptkultur (200 mL LB-Medium mit Antibiotikum in 1 L Schi-
kane-Kolben) auf eine OD500 von 0,2 bis 0,5 angeimpft und bei 30 °C und 200 rpm ge-
schüttelt. Bei einer OD500 von 2,5 bis 3 wurde die Enzymexpression durch die Zugabe 
von 1 mM IPTG gestartet (nach ca. 2-3 h). Nach 5 h Expression wurden die Zellen geerntet 
und bei -20 °C als Zellpellet gelagert (siehe Kapitel 2.2.4). Die Pellets wurden maximal 
1 Woche vor Zellaufschluss gelagert. Der Zellaufschluss wurde hier mittels Hochdruck-
homogenisation durchgeführt (Kapitel 2.2.7). 
2.2.6 Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung 
Im kleinen Maßstab (1-10 mL) wurde E. coli durch indirekte Ultraschallbehandlung im 
VialTweeter (Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow, Deutschland) aufgeschlossen. Nach 
Resuspendieren der Zellen im gekühlten Aufschlusspuffer wurde die OD500 bestimmt; 
diese durfte für diese Aufschlussmethode bei maximal OD500 = 50 liegen. Die Zellsus-
pension wurde 1 mL-weise in 1,5 mL Reaktionsgefäße gefüllt, welche in die vorgekühlte 
Sonotrode gestellt und leicht angedrückt wurden. Es wurde 4-mal für 30 s mit 100% 
Amplitude und 50% Puls/Pause beschallt. Zwischen den Durchläufen wurden die Reakti-
onsgefäße 2-3 min auf Eis gekühlt, um zu starkes Erwärmen zu vermeiden. Nach der Be-
schallung wurden die Gefäße für 5 min bei 4 °C und 16060 x g zentrifugiert und der Über-
stand als Rohextrakt abgenommen. Die Pellets wurden in 1 mL 6 M Harnstoff resuspen-
diert, 1 h bei Raumtemperatur bei 700 rpm geschüttelt und dann wieder zentrifugiert. Der 
so erhaltene Überstand wurde als Präzipitatfraktion weiterverwendet, um durch SDS-
PAGE mögliche Inclusion Body-Bildung zu überprüfen. 
2.2.7 Zellaufschluss durch Hochdruckhomogenisation 
Zum Aufschluss von Volumina von 5-15 mL wurde Hochdruckhomogenisation (French-
press EmulsiFlex-B15, Avestin, Mannheim) verwendet. Die aufzuschließenden Zellen 
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wurden in gekühltem Aufschlusspuffer resuspendiert und die OD500 bestimmt (OD500 < 
100). Um die Viskosität des resultierenden Rohextrakts zu verringern, wurden 15 mg/mL 
DNaseI zugegeben. Die Suspension wurde ständig auf Eis gehalten und der Homogenisator 
war ebenfalls bei 4 °C gekühlt. Das Gerät wurde vor Benutzung zweimal mit Aufschluss-
puffer gespült. Anschließend wurde die Zellsuspension zweimal bei 80 psi Homogenisie-
rungsdruck und 40 psi Luftdruck aufgeschlossen. Der pH-Wert der aufgeschlossenen Sus-
pension wurde kontrolliert und mit NaOH auf den gewünschten pH-Wert zurückgestellt 
(pH 7 oder 8). Nach der Homogenisierung wurde für mind. 15 min bei 4696 x g und 4 °C 
zentrifugiert. Der Überstand wurde als Rohextrakt abgenommen und weiterverwendet. Bei 
Bedarf wurde dieser filtriert (0,45 µm, Nylonfilter).  
2.3 Molekularbiologische Methoden 
2.3.1 Konzentrationsbestimmung von DNA 
Die Konzentration von DNA-Lösungen wurde photometrisch mit Hilfe des NanoDrop 
2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific, USA) gemessen. Eine Absorptionseinheit 
bei 260 nm entspricht bei reinen DNA-Lösungen (doppelsträngig) einer Konzentration von 
50 ng/µL. Die Reinheit der DNA wurde durch den Quotienten aus A(260 nm) und 
A(280 nm) kontrolliert; reine DNA weist ein Verhältnis von 1,8 auf. 
2.3.2 Klonierung der fdm in verschiedene Expressionsvektoren 
2.3.2.1 Plasmidisolierung 
Plasmidisolierungen erfolgten mit maximal 5 mL einer Übernacht-Kultur in LB-Medium (mit 
entsprechendem Selektionsdruck) nach Herstellerangaben (QIAprep® Spin Miniprep Kit, Qi-
agen GmbH, Hilden). Die Plasmid-DNA wurde zweimal mit 30 µL Nuklease-freiem Wasser 
eluiert. Das Wasser und die Säule wurden bei 70 °C vorgeheizt und die Säule mit Wasser ca. 
5 min bei 70 °C inkubiert, bevor zentrifugiert wurde. 
2.3.2.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) diente der Amplifikation von DNA-Fragmenten mit 
spezifischen Primern. Es wurde die Phusion® High Fidelity DNA Polymerase (New Eng-
land Biolabs, Ipswich, USA) nach Herstellerangaben verwendet. PCR-Ansätze wurden 
nach Tabelle 16 ausgelegt. Zur Präparation von DNA-Fragmenten wurden teilweise 
100 oder 200 µL angesetzt. DMSO wurde zugesetzt, wenn die Amplifikation des Frag-
ments verbessert werden musste. 
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Tabelle 16: PCR-Ansatz unter Verwendung der Phusion® High Fidelity DNA Polymerase. 
x µL DNA (genomische DNA 50-250 ng; Plasmid-DNA 1 pg-10 ng) 
10 µL HF-Puffer 5x 
1 µL dNTPs 10 mM 
2,5 µL Primer forward 10 µM 
2,5 µL  Primer reverse 10 µM 
0,5 µL  Phusion® High Fidelity DNA Polymerase 
(1,5 µL 100% DMSO optional) 
y µL H2O (Nuklease-frei) 
50 µL  
Zur Amplifikation des Zielfragments wurden die in Kapitel 2.1.5 gezeigten Primer einge-
setzt. Das PCR-Programm ist in Tabelle 17 gezeigt. Die Annealing-Temperatur wurde je 
nach Primer-Paar gewählt (siehe Kapitel 2.1.5) und die Dauer des Extensions-Schritts 
wurde an die Länge des zu amplifizierenden Fragments angepasst. 
Tabelle 17: PCR-Programm zur Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels der Phusion® High 
Fidelity DNA Polymerase. 
Initiale Denaturierung 98 °C 30 s  
Denaturierung 98 °C 5-10 s 
30x Primer-Annealing 45-72 °C 10-30 
Extension 72 °C 15-30 s pro kb 
Finale Extension 72 °C 5-10 min  
Für die Klonierung der amplifizierten Fragmente in den Zielvektor wurden diesen über 5‘-
Überhänge an den Primern Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen ange-
hängt. Die PCR-Produkte wurden aufgereinigt (siehe Kapitel 2.3.2.4), verdaut (siehe Kapi-
tel 2.3.2.5), mit dem ebenfalls verdauten Vektor ligiert (siehe Kapitel 2.3.2.6) und in E. 
coli transformiert (siehe Kapitel 2.2.2). 
2.3.2.3 Agarose-Gelelektrophorese 
Die Agarose-Gelelektrophorese diente der Auftrennung von DNA-Fragmenten nach ihrer 
Größe. Es wurde ein TAE-Puffersystem verwendet. Die Agarosekonzentration wurde zwi-
schen 0,5 und 1% gewählt, je nach Größe der zu trennenden Fragmente. Die angelegte 
Spannung betrug 120-150 V. Die aufgetrennte DNA im Gel wurde in einem Ethidiumbro-
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mid-Bad (1 mg/mL TAE-Puffer) angefärbt und unter UV-Licht detektiert. Bei Bedarf wur-
de die Zielbande aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA daraus isoliert (siehe Kapitel 
2.3.2.4). 
2.3.2.4 Reinigung von DNA-Fragmenten 
Die Reinigung von DNA-Fragmenten wurde mit Hilfe des NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-up Kits (Macherey-Nagel, Düren) nach Herstellerangaben durchgeführt. Sowohl 
PCR-Produkte als auch DNA-Fragmente aus Agarosegelen wurden damit gereinigt. Die 
DNA wurde zweimal mit 15 µL Nuklease-freiem Wasser eluiert. Das Wasser und die Säule 
wurden bei 70 °C vorgeheizt und die Säule mit Wasser ca. 5 min bei 70 °C inkubiert, bevor 
zentrifugiert wurde. 
2.3.2.5 Restriktionsverdau 
Der Restriktionsverdau von DNA wurde nach Herstellerangaben der Enzyme durchgeführt 
(siehe Tabelle 13). Es wurden in dieser Arbeit ausschließlich Restriktionsenzyme verwen-
det, die überhängende Enden generieren. Für die Präparation von verdauter DNA wurden 
meist 50 µL (ca. 0,6-1 µg DNA) angesetzt, für analytischen Restriktionsverdau 20-50 µL 
(0,3-0,6 µg DNA) und 1-4 h bei 37 °C inkubiert. Bei Verwendung von zwei Restriktions-
enzymen wurde ein Puffer gewählt, in dem beide Enzyme 100% Aktivität und keine Star-
Aktivität aufwiesen (siehe Herstellerangaben New England Biolabs, 
http://nebcloner.neb.com/#!/redigest). Die verdaute DNA wurde auf ein Agarosegel aufge-
tragen und entweder detektiert oder daraus isoliert (siehe Kapitel 2.3.2.4). 
Bei Bedarf wurde das linearisierte Plasmidgerüst über eine Antarctic Phosphatase (siehe 
Tabelle 13) dephosphoryliert, um Rezirkularisierung des Plasmids zu vermeiden. 
2.3.2.6 Ligation von DNA-Fragmenten 
In dieser Arbeit wurden nur DNA-Fragmente mit überhängenden Enden ligiert. Dafür 
wurden 100 ng Vektor-DNA eingesetzt. Die einzusetzende Masse an Insert-DNA wurde 
nach Formel 1 berechnet. 
ng Insert=
ng Vektor*kb Insert
kb Vektor
*3 
Formel 1: Berechnung der Masse an Insert für Ligationen. Es wurde immer ein dreifacher Über-
schuss an Insert bezogen auf Vektor-DNA eingesetzt. 
Die Reaktionsansätze wurden wie in Tabelle 18 gezeigt gemischt und mindestens 1 h bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde der gesamte Ligationsansatz in den jewei-
ligen E. coli Zielstamm transformiert (siehe Kapitel 2.2.2).  
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Tabelle 18: Reaktionsansatz zur Ligation von DNA-Fragmenten mit überhängenden Enden. 
x µL Vektor-DNA (50-100 ng) 
y µL Insert-DNA (berechnet nach Formel 1) 
1 µL T4-Ligase (Fermentas, Thermo Scientific, USA) 
2 µL 10x T4-Puffer (Fermentas, Thermo Scientific) 
z µL H2O-molbio 
20 µL 
2.3.2.7 Sequenzierung 
Die hergestellten Plasmide wurden sequenziert, wenn das Zielgen über PCR amplifiziert 
worden war. Nach Umklonierung eines Gens ohne erneute Amplifikation wurde darauf 
verzichtet.  
Die Plasmide wurden an GATC Biotech AG (Konstanz) geschickt, die entweder mit dort 
vorhandenen Standard-Primern oder eigenen Primern (siehe Kapitel 2.1.5) nach der San-
ger-Methode sequenziert wurden. Die erhaltenen Chromatogramme wurden mit der Soft-
ware GATCViewer™ analysiert. Es wurden nur die Bereiche berücksichtigt, die im Chro-
matogramm eindeutige Peaks erkennen ließen. 
2.3.3 Klonierung des mdh2P-Gens aus B. methanolicus PB1 
Zunächst wurde genomische DNA (gDNA) aus B. methanolicus PB1 isoliert. Daraus wur-
de das mdh2P-Gen durch PCR amplifiziert und anschließend in den Expressionsvektor 
pET29b subkloniert. 
Isolierung von gDNA aus B. methanolicus PB1 
Das lyophilisierte Zellpellet von B. methanolicus PB1, bezogen über die Deutsche Samm-
lung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (Braunschweig), wurde für 3 Tage bei 
50 °C auf Medium DSMZ1192 (Tabelle 7) in Reagenzgläsern inkubiert und geschüttelt. 
Anschließend wurden Gefrierkulturen angelegt, indem 600 µL Kultur mit 600 µL 87% 
Glyzerin gemischt und bei -20 °C gelagert wurden. Genomische DNA wurde aus den fri-
schen Kulturen mit Hilfe des GenEluteTM Bacterial Genomic DNA (Sigma Aldrich Chemie 
GmbH, München) nach dem Protokoll für gram-positive Bakterien des Herstellers isoliert.  
Amplifikation des mdh2P-Gen aus gDNA 
Zur Amplifikation des mdh2P-Gens aus gDNA von B. methanolicus PB1 wurden 125 ng 
der isolierten gDNA für eine PCR-Reaktion laut Kapitel 2.3.2.2 mit den Primern 6 und 7 
(Tabelle 12) eingesetzt. Die Primer wurden angelehnt an Literaturdaten ausgewählt [53]. 
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Die Klonierung in pUC118 erfolgte durch Restriktionsverdau des PCR-Produkts (siehe 
Kapitel 2.3.2.5), Ligation (siehe Kapitel 2.3.2.6) und Transformation in E. coli JM109 
(siehe Kapitel 2.2.2). Die Sequenzierung bestätigte die korrekte Sequenz. 
Subklonierung in pET29b  
Zur Expression der mdh2P wurde das Gen in pET29b eingebracht, wodurch gleichzeitig 
ein C-terminaler His-Tag angebracht wurde. Mit den Primern 8 und 9 (Tabelle 12) wurde 
ein PCR-Produkt ausgehend vom Vektor pUC118-mdh2P erzeugt, welches wie zuvor über 
Restriktionsverdau, Ligation und Transformation in E. coli JM109 kloniert wurde. Das 
Plasmid mit korrekter Sequenz (nach Sequenzierung) wurde in E. coli BL21 transformiert, 
welcher für die Expression verwendet wurde (siehe Kapitel 2.2.5). 
2.4 Proteinbiochemische Methoden 
2.4.1 Aufreinigung der FDM über immobilisierte Metall-Affinitätschromatographie 
Die Aufreinigung der FDM J3-6xHis erfolgte über immobilisierte Metall-
Affinitätschromatographie (IMAC) im Gravitationsmodus. Meist wurde Ni-NTA-Agarose 
als Matrix verwendet, dafür wird im Folgenden die Standardprozedur zur Aufreinigung 
erläutert. Anschließend werden Abweichungen davon für eine TED-basierte Matrix darge-
stellt. 
Standardprozedur zur FDM-Aufreinigung mit Ni-NTA-Agarose 
Die Ni-NTA-Agarose Matrix (50% Suspension) wurde vor Verwendung mit Aufschluss-
puffer (siehe Tabelle 8) äquilibriert. Meist wurde Aufschluss-, Wasch und Elutionspuffer 
mit pH 7 verwendet; beim Vergleich der FDM-Aufreinigung aus Rohextrakten mit/ohne 
GroESL-Coexpression wurden alle Puffer mit pH 8 eingesetzt.  
Nach Zellaufschluss (siehe Kapitel 2.2.5 und 2.2.7) wurde der Rohextrakt mit der äquilib-
rierten Ni-NTA-Agarose gemischt und 1-2 h bei 4 °C wippend inkubiert. Das Volumen an 
Rohextrakt wurde immer so gewählt, dass die maximale Kapazität der Ni-NTA-Matrix laut 
Herstellerangaben (5-50 mg/mL) nicht überschritten wurde. Anschließend wurde die Sus-
pension auf eine leere Polypropylen-Säule mit Fritte gegeben und der Durchfluss aufge-
fangen. Zunächst wurden als Waschschritte zweimal 8 Säulenvolumina (column volume, 
CV) 10 mM Imidazol gewählt. Wie in Kapitel 3.1.8 dargestellt, wurde im finalen Protokoll 
für 8 CV mit 10 mM Imidazol und für 4 CV mit 10 mM EDTA gewaschen. Das Zielpro-
tein wurde mit mindestens 4 CV Elutionspuffer eluiert; der Standardeluent Imidazol 
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(250 mM) wurde während der Methodenetablierung mit 50 mM EDTA ersetzt (siehe Kapi-
tel 3.1.8). Die Elutionsfraktionen wurden in LoBind-Reaktionsgefäßen gesammelt, um 
unspezifische Adsorption des Zielproteins an die Kunststoffwand zu verhindern. Sofort im 
Anschluss an die Elution wurden die Elutionsfraktionen mittels Ultrafiltration umgepuffert 
(siehe Kapitel 2.4.2), um den Eluenten zu entfernen. Im Anschluss wurde die gereinigte 
FDM mit 50% Glyzerin versetzt und bei -20 °C eingelagert. 
Alle Fraktionen der Aufreinigung wurden auf Eis gelagert und der Proteinbestimmung 
(Kapitel 2.5.1), SDS-PAGE (Kapitel 2.4.4) und Aktivitätsbestimmung (Kapitel 2.5.2) un-
terzogen. 
FDM-Aufreinigung mit einem TED-basierten Material 
Um die TED-Matrix mit Ni2+ zu beladen, wurden 0,5 g der trockenen Beads mit 5 mL 
100 mM NiSO4 für 4 h bei 4 °C rotiert. Die Suspension wurde anschließend auf eine leere 
Filtersäule gegeben und gewartet, bis die NiSO4-Lösung abgetropft war. Das Bett der Ni2+-
TED-Beads wurde mit 10 mL Aufschlusspuffer (siehe Tabelle 8) äquilibriert. Anschlie-
ßend wurden 3-5 mg Gesamtprotein (Lysat) in Aufschlusspuffer auf das Bett gegeben und 
im Gravitationsmodus durch das Bett wandern gelassen. Das restliche Vorgehen entspricht 
dem für Ni-NTA bzw. im Ergebnisteil (Kapitel 3.1.8) gezeigten. 
2.4.2 Aufreinigung der MDH über immobilisierte Metall-Affinitätschromatographie 
Die Aufreinigung der MDH erfolgte über eine Ni2+-NTA-Matrix wie für die FDM in Kapi-
tel 2.4.1 beschrieben. Rohextrakte dafür wurden über Hochdruckhomogenisation (Kapitel 
2.2.7) nach Kultivierung von E. coli (Kapitel 2.2.5) hergestellt. Die Lösungen zur MDH-
Aufreinigung wurden wie in Tabelle 8 gezeigt verwendet.  
2.4.3 Umpufferung und Aufkonzentrierung von Enzymlösungen über Ultrafiltrati-
on 
Zum Umpuffern und Aufkonzentrieren von Proteinlösungen wurden Amicon® Ultra Zent-
rifugationseinheiten nach Herstellerangaben verwendet (MWCO 30 kDa). Ultrafiltration 
erfolgte nach Aufreinigung der FDM durch IMAC – die Elutionsfraktionen wurden sofort 
nach Elution bei 16060 x g und 4 °C zentrifugiert, um den Eluenten zu entfernen. Das Vo-
lumen wurde auf 1/10 reduziert und das Retentat mit 0,1 M Phosphatpuffer auf das ur-
sprüngliche Volumen aufgefüllt. Es wurde erneut unter denselben Bedingungen zentrifu-
giert. Das Retentat wurde mit 0,1 M Phosphatpuffer auf das gewünschte Volumen aufge-
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füllt. Zur anschließenden Lagerung bei -20 °C wurde das Enzym mit 50% Glyzerin ver-
setzt. 
2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wurde entweder mit selbstgegos-
senen Gelen oder Fertiggelen von Serva Electrophoresis GmbH (Heidelberg) durchgeführt 
(siehe Tabelle 5 und Tabelle 8); in beiden Fällen handelte es sich um Tris/Glycin-basierte 
Puffersysteme. Zuerst wird die Standardprozedur unter Verwendung selbstgegossener Gele 
erläutert. Abweichungen davon bei Verwendung der Fertiggele werden im Anschluss dar-
gestellt.  
Standardprozedur unter Verwendung selbstgegossener SDS-Gele 
Zunächst wurde das Trenngel (Zusammensetzung siehe Tabelle 19) bis ca. 1 cm unterhalb 
des oberen Rands der Glasplatten gegossen und mit 70% Isopropanol überschichtet. Das 
Auspolymerisieren dauerte ca. 30-45 min.  
Tabelle 19: Zusammensetzung des Trenngels (10%, pH 8,8). 
 V [mL] Endkonzentration 
VE-H2O 1,9  
30 % Acrylamid Mix 1,7 10 %  
1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 0,4 M 
10 % SDS 0,05 0,1 % 
10 % APS 0,05 0,1 % 
TEMED 0,002  
Das Isopropanol wurde abgegossen und das Sammelgel (Zusammensetzung siehe Tabelle 
20) darüber geschichtet. In das noch flüssige Gel wurde der Kamm zur Taschenbildung 
gesteckt. Nach weiteren ca. 30 min war auch das Sammelgel auspolymerisiert. 
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Tabelle 20: Zusammensetzung des Sammelgels (5%, pH 6,8). 
 V [mL] Endkonzentration 
VE-H2O 1,4  
30 % Acrylamid Mix 0,33 5 % 
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,25 0,125 M 
10 % SDS 0,02 0,1 % 
10 % APS 0,02 0,1 % 
TEMED 0,002  
Die Proben wurden mit 5x Probenpuffer (siehe Tabelle 8) gemischt und für 3 min bei 
96 °C gekocht. Von Proben mit komplexer Proteinzusammensetzung (Rohextrakte, Pellet-
fraktionen sowie Durchfluss und Waschfraktion 1 aus FDM-Aufreinigungen) wurden 
10 µg pro Tasche auf das Gel geladen, bei sehr niedrigen Proteinkonzentrationen das Ma-
ximum von 15 µL pro Tasche. Von Proben der gereinigten Enzyme wurden 2-5 µg aufge-
tragen. Vom Proteinmarker (siehe Tabelle 4) wurden je 5 µL pro Tasche verwendet. Pro-
benpuffer und Laufpuffer sind in Tabelle 8 aufgelistet. 
Pro Gel wurden für ca. 1,5 h 30-35 mA eingestellt (maximal 200 V). Im Anschluss wurde 
das Gel nach Herstellerangaben in Färbelösung (Roti®-Blue- oder InstantBlue-
Färbelösung, siehe Tabelle 4) gefärbt und entfärbt. Zur Dokumentation wurde das Gel ein-
gescannt.  
Protokoll unter Verwendung fertiger SDS-Gele 
Bei Verwendung der Fertiggele (Serva GelTM TG PrimeTM, siehe Tabelle 5) konnten die 
Proben direkt auf das Gel aufgetragen werden. Die Proben wurden wie oben vorbereitet 
und auf das Gel aufgetragen (Probenpuffer und Laufpuffer siehe Tabelle 8). Zunächst wur-
den 90 V an die Kammer angelegt, bis die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten; an-
schließend wurde die Spannung auf 120 V erhöht, bis die Lauffront am unteren Ende des 
Gels ankam. Das Färben der Gele erfolgte wie oben beschrieben. 
2.4.5 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die native Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wurde nach dem Prinzip der „Blue 
native PAGE“ durchgeführt [54]. Dafür wurden native Gradientengele (Novex™ 4–16 % 
Bis-Tris) mit 10 Taschen verwendet. Zur Probenvorbereitung wurden die Proben mit 4x 
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Probenpuffer (siehe Tabelle 8) gemischt. Von den gereinigten Enzymfraktionen wurden 
10 µg Protein, sowie 5 µL des Markers (NativeMark™ Unstained Protein Standard, siehe 
Tabelle 13) auf das Gel aufgetragen. Die Kammer wurde mit Anoden- und Kathodenpuffer 
gefüllt (siehe Tabelle 8) und für etwa 100 Minuten eine Spannung von 150 V an die Kam-
mer angelegt. Das fertige Gel wurde in Fixierlösung (siehe Tabelle 8) für mehrere Stunden 
entfärbt. 
2.4.6 Lyophilisierung 
Die Gefriertrocknung erfolgte mit in VE-H2O gelösten Rohextrakten von E. coli, die FDM 
enthielten. Die Rohextrakte wurden in 50 mL Falcons oder Rundkolben in flüssigem Stick-
stoff schockgefroren. Die Gefäße wurden sofort in den Innenraum der Lyophille gestellt 
(Falcons) bzw. an die Anschlüsse gehängt (Rundkolben), um erneutes Auftauen zu verhin-
dern. Nach der Evakuierung und 40-stündiger Trocknung wurde das Lyophilisat entnom-
men. 
2.4.7 Circulardichroismus-(CD)-Spektroskopie 
Die CD-Spektroskopie wurde am Institut für Biochemie, Prof. Dr. Jeltsch, durchgeführt. 
Das gereinigte Enzym (7,5 µM) wurde in eine Quarzküvette mit 0,1 mm Schichtdicke ge-
geben und das CD-Spektrum im J-815 CD-Spektrometer (Jasco, Gross-Umstadt) aufge-
nommen. Der Wellenlängenbereich war 190 bis 240 nm. Als Blank wurde derselbe Phos-
phatpuffer mit 50% Glyzerin verwendet, in dem die FDM gelagert wurde.  
Aus dem CD-Spektrum wurde anhand der spezifischen Spektren der Sekundärstrukturele-
mente α-Helix; β-Faltblatt; Turn und Random-Struktur deren Zusammensetzung im FDM-
Protein berechnet. Dazu wurde Formel 2 mit Hilfe des Solver-Tools von Microsoft Excel 
an die experimentellen Daten angepasst und fα, fβ, ft und fr berechnet. 
Θ(λ)=cP*(fα*Refα(λ)+fβ*Refβ(λ)+ft*Reft(λ)+fr*Refr(λ)) 
 
Θ –   Elliptizität 
cP –    Proteinkonzentration [M] 
f –   Anteil des Sekundärstrukturelements 
Ref –   Referenz-Wert für das Sekundärstrukturelement 
Index „α“ –  α-Helix 
Index „β“ –  β-Faltblatt 
Index „t“ –  Turn-Struktur 
Index „r“ –  Random-Struktur.  
Formel 2: Gleichung zur Berechnung der Sekundärstrukturanteile anhand eines CD-Spektrums 
[55]. 
Die Referenzspektren der reinen Sekundärstrukturelemente zeigt Abbildung 8. 
Material und Methoden 
45 
 
190 200 210 220 230 240
-80000
-60000
-40000
-20000
0
20000
40000
60000
80000
100000
θ 
[m
de
g]
 [nm]
 Ref. 
 Ref. 
 Ref. Turn
 Ref. Random
 
Abbildung 8: Referenz-CD-Spektren der reinen Sekundärstrukturelemente α-Helix, β-Faltblatt, 
Turn-Struktur und Random-Struktur [55]. 
 
2.4.8 Berechnung der katalytischen Parameter Umsatz, Ausbeute und Selektivität 
Für die Dismutation von Formaldehyd durch die FDM wurden die katalytischen Parameter 
Umsatz X, Ausbeute Y und Selektivität S berechnet. Der Umsatz in % gibt an, wieviel des 
ursprünglich in die Reaktion eingesetzten Formaldehyds (cFA(t0)) innerhalb einer bestimm-
ten Reaktionszeit t umgesetzt wurde (siehe Formel 3). 
Umsatz X FA [%] = 
(cFA(t0) - cFA(t)) [M] × 100 [%]
cFA(t0) [M]
 
Formel 3: Berechnung des Umsatzes X für Formaldehyd in %. 
Die Ausbeute in % gibt die gebildete Produktmenge bezogen auf die theoretisch aufgrund 
der Stöchiometrie mögliche Menge an (siehe Formel 4). Die theoretische Ausbeute an Me-
thanol bzw. Ameisensäure entspricht der halben eingesetzten Formaldehydkonzentration 
(0,5 cFA(t0)). 
Ausbeute YProdukt [%] = 
cProdukt (t)-(cProdukt (t0)[M] × 100 [%]
0,5 × cFA(t0) [M]
 
Formel 4: Berechnung der Produktausbeute Y in %. Der Index „Produkt“ bezieht sich dabei je-
weils entweder auf Methanol oder auf Ameisensäure. 
Die Selektivität S in % gibt, an wieviel Methanol bzw. Formiat aus dem umgesetzten For-
maldehyd gebildet wurde (siehe Formel 5). Theoretisch beträgt S für Methanol und Amei-
sensäure bei der Formaldehyd-Dismutation jeweils 50%. 
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Selektivität SProdukt [%] = 
cProdukt(t) [M] × 100 [%]
(cFA(t0) -cFA(t) ) [M]
 
Formel 5: Berechnung der Selektivität S in %. Der Index „Produkt“ bezieht sich dabei jeweils 
entweder auf Methanol oder auf Ameisensäure. 
2.4.9 Durchführung der Enzymkaskade mit sMMO, MDH und FDM 
Die Enzymkaskade aus sMMO, MDH und FDM wurde in einem 20 mL Glasvial, ver-
schlossen mit Septum, durchgeführt. Das Vial wurde in einem Wasserbad temperiert und 
das Flüssigkeitsvolumen mit einem Magnetrührfisch gerührt (siehe Abbildung 9). Durch 
das Septum wurden Zu- und Ablaufkapillare für die online-massenspektrometrische Mes-
sung gestochen, die bis in die Flüssigkeiten reichten. Es wurden pH 8,5 und 40 °C einge-
stellt. 
 
Abbildung 9: Versuchsaufbau zum Test der Enzymkaskade mit online-Überwachung mittels Mas-
senspektrometer. 
Während der Schritte -5 bis -3 vor Start der Reaktion (siehe Tabelle 22) war das System 
zum Druckausgleich offen. Nach Sättigung der Flüssigphase mit Methan wurde das Sys-
tem geschlossen, um einen Verlust der flüchtigen Substanzen zu vermeiden. Das jeweils 
zuzugebende Volumen der Stocklösungen (Tabelle 21) wurde in eine Spritze aufgenom-
men und mittels Kanüle über das Septum in den Reaktor gegeben. Sofort im Anschluss 
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wurde dasselbe Volumen mit der Spritze aus der Gasphase entnommen, um einen Über-
druck und dadurch veränderte Löslichkeiten zu vermeiden.  
Tabelle 21: Stocklösungen für die Enzymkaskade. 
Stocklösung Konzentration Puffer (siehe Tabelle 8) 
sMMO 76 µM 25 mM MOPS, pH 7 
MDH 470 µM 100 mM Phosphat, 50% Glyzerin, pH 8 
FDM 73 µM 100 mM Phosphat, 50% Glyzerin, pH 8 
Katalase 10 mg/mL TMA, pH 8,5 
Methanol 100 mM TMA, pH 8,5 
NAD+ 100 mM TMA, pH 8,5 
NADH 100 mM TMA, pH 8,5 
Formaldehyd 100 mM TMA, pH 8,5 
 
Tabelle 22: Ablauf der Enzymkaskade. 
Schritt 
Dauer 
[min] 
VFlüssig 
[mL] 
VZugabe 
[mL] Ereignis 
-5 --- 8 --- Vorlage von TMA pH 8,5 im Glasvial, auf 40 
°C temperiert; Gasaustauschkapillare durch 
Septum zum Druckausgleich mit Umgebung 
-4 Ca. 10 min 8  --- Helium-Begasung (Strippen), bis Signal von 
m/z 4 stabil 
-3 Ca. 10 min 8  --- CH4-Begasung bis zur Sättigung der Flüssig-
phase, ca. 1 mM, bis Signal von m/z 13, 14, 15 
stabil 
-2 --- 8  --- Stopp der Begasung, Entnahme der Gasaus-
tauschkapillare  ab hier geschlossenes Sys-
tem 
-1 --- 8  --- 3 mL Atmosphäre aus Gasraum entnehmen, 
durch 3 mL reinen Sauerstoff ersetzen 
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Fortsetzung Tabelle 22 
0 Ca. 10 min 8,5 0,5 Zugabe von Methanol auf ca. 5 mM  
1 77 10 1,5 Start Reaktion durch NAD+ (5 mM) und 
MDH-Zugabe (47 µM) 
2 8 10,332 0,332 Zugabe von sMMO (1 µM) und Katalase (200 
µg/mL) 
3 12 10,596 0,264 Zugabe von zusätzlicher sMMO (ca. 2 µM) 
4 26 10,696 0,1 Zugabe von zusätzlichem NADH (ca. 1 mM) 
5 11 11,646 0,95 Zugabe FDM (ca. 7,3 µM) 
6 9 12,146 0,5 Zugabe von zusätzlichem Formaldehyd (ca. 4 
mM) 
7 28 12,646 0,5 Zugabe von zusätzlichem Formaldehyd (ca. 8 
mM) 
Sofort nach Abbruch des Experiments nach Schritt 7 wurden 200 µL des Reaktionsansat-
zes mit 5,7 µL Eisessig gemischt, um die Reaktionen abzustoppen und die Formaldehyd-
konzentration zu messen. 
Online-Analytik 
Die online-Überwachung der Reaktionen erfolgte mittels eines Massenspektrometers mit 
Membraneinlass [31, 56]. Es wurden die Ionenströme [A] für verschiedene Masse-
/Ladungsverhältnisse (m/z) aufgezeichnet. Die Methankonzentration wurde aus dem Io-
nenstrom von m/z 13, die Methanolkonzentration aus demjenigen von m/z 31 berechnet. 
Zur Normalisierung wurden diese auf das zeitgleich aufgezeichnete Signal von m/z 18 
(Wasser) bezogen.  
Die Kalibrierung von Methan wurde als Zweipunktkalibrierung durchgeführt. Dazu wurde 
Puffer (TMA, pH 8,5) in einem Glasvial (siehe Abbildung 9) vorgelegt und mit Helium 
begast. Das Signal des so entgasten Puffers entsprach einer Methankonzentration von 0. Es 
folgte die Begasung mit Methan bis zur Sättigung (stabiles Messsignal von m/z 13). Bei 
Raumtemperatur betrug die Sättigungskonzentration 1,25 mM Methan, was als zweiter 
Messpunkt verwendet wurde. 
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Zur Kalibrierung von Methanol wurden vier Messpunkte verwendet. Es wurden 8 mL Puf-
fer (TMA, pH 8,5) im Vial vorgelegt (0 mM). Schrittweise wurde 1 mL von Stocklösungen 
mit 1, 10, 100 mM Methanol in Puffer zugegeben und das Messsignal aufgezeichnet. Die 
Kalibriergeraden befinden sich im Anhang. 
Offline-Analytik 
- pH-Wert: mittels pH-Indikatorstäbchen nach sMMO- und FDM-Zugabe und am Ende 
des Experiments; über pH-Sonde in der t0-Probe (siehe Tabelle 23) und am Ende des 
Experiments 
- Formaldehydkonzentration über LCK325-Test (Hach-Lange), herunterskaliert auf 
Mikrotiterplatten-Format, siehe Kapitel 2.5.2; in der t0-Probe und am Ende des Expe-
riments (abzüglich Blank für tEnde, siehe Tabelle 23) 
Tabelle 23: Zusammensetzung des Blanks für die Probe am Ende des Experiments (tEnde) und der 
t0-Probe. Die Stocklösungen wurden wie in Tabelle 21 gezeigt verwendet. 
Blank für tEnde t0-Probe 
VStocklösung [µL] Komponente VStocklösung [µL] Komponente 
200 TMA, pH 8,5 400 TMA, pH 8,5 
25 MDH 50 MDH 
9,9 sMMO 25 Methanol 100 mM, pH 8,5 
5 Katalase   
25 FDM   
52,5 TMA, pH 8,5   
2.5 Analytische Methoden 
2.5.1 Proteinbestimmung nach Bradford 
Die Proteinkonzentration wurde nach der Methode von Bradford gemessen [57], unter 
Verwendung des Protein-Assays von Bio-Rad. Es wurde die Standardprozedur für Mikroti-
terplatten nach Herstellerangaben mit Rinderserumalbumin (BSA) als Standard (0,05 – 
0,5 g/L) durchgeführt. 10 µL des jeweiligen Standards bzw. der (entsprechend verdünnten) 
Probe wurden auf einer Mikrotiterplatte vorgelegt und mit 200 µL des Reagenzes (1:5 ver-
dünnt) gemischt. Nach 5-10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Absorption bei 
595 nm gemessen. Eine beispielhafte Kalibriergerade mit BSA ist angefügt (siehe An-
hang). 
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2.5.2 FDM-Aktivitätsassay 
Der hier beschriebene Aktivitätsassay wurde in dieser Arbeit entwickelt. Er wurde ver-
wendet, um die FDM-Aktivität in Rohextrakten und in gereinigten Enzymproben ver-
gleichbar messen zu können. Dieser Assay wurde nicht für die biochemische Charakteri-
sierung der FDM verwendet (siehe dazu Kapitel 2.5.3).  
Die FDM-Aktivität wurde in diesem Assay als Formaldehydabnahme innerhalb von 5 min 
bei Raumtemperatur in 0,1 M Phosphatpuffer bei pH 7 und mit 1 g/L (0,03 M) Startkon-
zentration gemessen. Um die parallele Verarbeitung mehrerer Proben zu erlauben, wurde 
jeweils der genaue Startwert an Formaldehyd in einem Blindansatz ohne Enzym bestimmt 
(t0 min); pro Probe wurde dann je einmal die Formaldehydkonzentration nach 5 min gemes-
sen (t5 min). Die Formaldehydbestimmung erfolgte mit Hilfe des LCK325 Küvettentests 
(Hach-Lange GmbH). 
Zur Etablierung des Assays wurde getestet, wie hoch die Formaldehyd-Abnahme innerhalb 
dieser 5 min sein darf, damit zu diesem Zeitpunkt noch die lineare Anfangssteigung ge-
messen wird; dies war bei einer Formaldehyd-Abnahme von 0,28 – 0,49 g/L der Fall. War 
die Abnahme geringer, wurde die berechnete Aktivität aufgrund zunehmender relativer 
Fehler ungenau. War die Abnahme größer, entsprach die Gerade zwischen 0 und 5 min 
nicht mehr der maximalen initialen Reaktionsgeschwindigkeit und die Aktivität wurde 
somit zu gering berechnet. Jede Probe wurde in verschiedenen Verdünnungsstufen einge-
setzt, so dass mindestens zwei Werte innerhalb des zulässigen Formaldehydverbrauchs 
lagen. 
Zunächst wurden 180 µL 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7 mit entsprechend verdünnter En-
zymprobe in einem 1,5 oder 2 mL Reaktionsgefäß vorgelegt und falls nötig, für wenige 
Minuten auf Raumtemperatur eingestellt. Die Reaktion wurde durch Substratzugabe ge-
startet (20 µL einer 10 g/L Formaldehydlösung in 0,1 M Phosphatpuffer, pH 7). Nach ge-
nau 5 min wurden 10 µL des Ansatzes entnommen und in 90 µL 0,5 M Essigsäure pipet-
tiert, um die Reaktion durch einen pH-Shift auf 3-4 abzustoppen (t5 min). Um im Messbe-
reich des LCK325 Küvettentests zur Formaldehydbestimmung zu liegen, wurde diese Pro-
be ein weiteres Mal genauso mit 0,5 M Essigsäure verdünnt; dadurch wurde jede t5 min-
Probe insgesamt 1:100 mit 0,5 M Essigsäure verdünnt (zweimal 1:10). 
Als t0 min-Probe wurden 180 µL desselben Phosphatpuffers ohne Enzymprobe mit 20 µL 
der Formaldehydstocklösung versetzt. Identisch zu den tatsächlichen Reaktionsansätzen 
wurden auch die Blindansätze je zweimal mit 0,5 M Essigsäure 1:10 verdünnt. Unabhängig 
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von der Inkubationszeit dieser Probe wurde so jeweils der genaue Startwert (1 g/L) an 
Formaldehyd bestimmt. 
Die 1:100-Verdünnungen aller Reaktions- und Blindansätze wurden mit Hilfe eines modi-
fizierten LCK325 Formaldehydtests auf ihren Formaldehydgehalt analysiert. Der ursprüng-
liche Küvettentest wurde auf Mikrotiterplatten-Format herunterskaliert und die Inkubati-
onszeiten verändert. Es wurden 50 µL der 1:100-Verdünnungen mit 50 µL „Küvettenlö-
sung“ und 50 µL „Lösung A“ des Tests auf einer PCR-Platte gemischt und 10 min bei 
40 °C im PCR-Cycler inkubiert. Sofort im Anschluss wurden daraus je 100 µL auf eine 
Mikrotiterplatte gegeben und die Absorption bei 413 nm gemessen. Durch eine Kalibrier-
gerade von 2 – 10 mg/L Formaldehyd (siehe Abbildung 10) konnte daraus die Formalde-
hydkonzentration berechnet werden.  
Im ursprünglichen Protokoll des Herstellers schließt sich an die 10 min bei 40 °C eine wei-
tere Stunde Inkubation bei ca. 20 °C an; in mehreren Tests konnte gezeigt werden, dass 
sich die Absorption bei 413 nm innerhalb dieser Stunde nur leicht verändert (siehe Abbil-
dung 10A). Es wurde die Kalibriergerade verwendet, die ebenfalls sofort im Anschluss an 
den Inkubationsschritt von 40 °C, 10 min ermittelt wurde (siehe Abbildung 10B).  
A       B 
 
Abbildung 10: A) Zeitverlauf der Absorption bei 413 nm für die Testansätze verschiedener For-
maldehyd-Standards während 60 min Inkubation bei Raumtemperatur, im Anschluss an 10 min 
Inkubation bei 40 °C. Eingerahmt sind die Messwerte, die in die Erstellung der Kalibriergeraden in 
B) eingingen. B) Kalibriergeraden bei Inkubation der Testansätze bei 40 °C für 10 min und mit 
oder ohne zusätzlicher Inkubation für 60 min bei Raumtemperatur (RT). 
Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der Doppelbestimmungen gezeigt. 
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Über die gemessene Formaldehydabnahme in 5 min Reaktionszeit und die Proteinkonzent-
ration der Enzymprobe konnten die Volumenaktivität (VA) und die spezifische Aktivität 
(SA) mit Hilfe von Formel 6 berechnet werden. 
A)     VA ൤
U
mL
൨ = 
ΔFA ቂgLቃ ×10
6
MFA ቂ
g
molቃ * Δt [min]*1000
×VF 
 
 
ΔFA –  Änderung des Formaldehydgehaltes während Δt 
MFA   = 30,03 g/mol, molare Masse von Formaldehyd 
Δt   = 5 Minuten 
VF –   Verdünnungsfaktor des Enzyms 
cProtein –  Proteinkonzentration 
Formel 6: Berechnung der Volumenaktivität (VA) in U/mL (A) und Berechnung der spezifischen 
Aktivität (SA) in U/mg (B). 
2.5.3 Reaktionsansätze zur Charakterisierung und Anwendung der FDM 
Das im Folgenden beschriebene Vorgehen wurde für die biochemische Charakterisierung 
und teilweise im Rahmen der Anwendung der FDM verwendet. Die Methode ist zu unter-
scheiden vom in Kapitel 2.5.2 beschriebenen FDM-Aktivitätsassay, der bei Kultivierungen 
und Aufreinigungen eingesetzt wurde. 
In diesem Kapitel werden der Ablauf der Enzymreaktionen und die Berechnung der initia-
len Reaktionsgeschwindigkeit dargestellt. Die Messung der Substrat- und Produktkonzent-
rationen erfolgte mittels HPLC wie in Kapitel 2.5.5 gezeigt wird. 
Durchführung der FDM-Reaktionen 
Die Aktivität der FDM war in Phosphatpuffer (K2HPO4, pH-Wert eingestellt mit NaOH), 
MOPS und HEPES bei pH 7 identisch und so wurde der auch in größeren Maßstäben ein-
setzbare Phosphatpuffer gewählt. Im Rahmen der Enzymkaskaden wurde alternativ ein 
Tris/MES/Acetat-Puffer eingesetzt (siehe Tabelle 8). 
Zunächst wurde je nach pH-Wert  und zu erwarteter Ameisensäurebildung im jeweiligen 
Experiment die benötigte Pufferkapazität nach der Hendersson-Hasselbalch-Gleichung 
berechnet (Formel 7). 
B)     SA ൤
U
mg
൨ =
VA [ UmL ]
cProtein[
mg
mL ]
 
Material und Methoden 
53 
 
pH = pKa+ log10
c(Base)
c(Säure)
 
Formel 7: Hendersson-Hasselbach-Gleichung zur Bestimmung der Pufferkapazität. pKa2 (H2PO4-
/HPO42-) = 7,2. 
Die Reaktionsbedingungen und Zusammensetzungen der Reaktionsansätze für die ver-
schiedenen Experimente sind in Tabelle 24 (folgende Seite) dargestellt. Eine Enzymreakti-
on wurde in einem Gesamtvolumen von 1350 µL (Charakterisierungsexperimente) bzw. 
1800 µL (Anwendung der FDM) angesetzt. Zur Temperierung wurden die Ansätze vor 
Reaktionsbeginn ca. 3 min vorinkubiert. Die Reaktionen wurden durch Enzymzugabe ge-
startet. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden 225 µL Probe entnommen und sofort mit 
75 µL einer 1,4 M Schwefelsäurelösung gemischt, um die Reaktion durch einen pH-
Sprung auf 1-3 abzustoppen. Jede Enzymreaktion wurde als Doppelbestimmung durchge-
führt. Zusätzlich wurde ein Blindansatz ohne Zugabe der FDM durchgeführt, um zu über-
prüfen, ob die Formaldehydkonzentration während der Reaktionszeit konstant blieb. Die 
Proben wurden bis zur Messung durch HPLC (siehe Kapitel 2.5.5) für maximal 24 h bei 
4 °C gelagert. 
Für die Charakterisierungsexperimente wurde die Anfangssteigung der Enzymreaktionen 
aus der Formiatzunahme innerhalb von 3 min berechnet. Die Formiatkonzentration wurde 
in den abgestoppten Proben (siehe oben) über HPLC bestimmt (siehe Kapitel 2.5.5). Für 
das Experiment zur Anwendung der FDM wurden die Formaldehyd-, Formiat- und Metha-
nolkonzentration über HPLC gemessen. 
Berechnung der Aktivität aus der Anfangssteigung 
Um die initiale Reaktionsgeschwindigkeit v0 des Enzyms aus der Anfangssteigung der 
Formiatzunahme zu bestimmen, wurde die berechnete Formiatkonzentration in g/L über 
der Zeit in Minuten aufgetragen. Aus der Steigung der Regressionsgerade in g/(L min) 
konnte die initiale Reaktionsgeschwindigkeit v0 in U/mg berechnet werden (siehe Formel 
8).  
v0 [U/mg ] = 
m [g/(L*min)] * 106
MFormiat [g/mol] * 1000 * cProtein [g/L]
 * VF 
v0 = Initiale Reaktionsgeschwindigkeit 
m = Steigung der Regressionsgerade 
M = 46,03 g/mol, Molare Masse von Formiat  
VF = Verdünnungsfaktor des Enzyms im Reaktionsansatz 
cProtein = Proteinkonzentration im Enzym-Stock 
Formel 8: Berechnung der initialen Reaktionsgeschwindigkeit v0 [U/mg]. 
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Tabelle 24: Reaktionsbedingungen und Zusammensetzung der Reaktionsansätze für die Charakterisierung der FDM und Anwendung zum Umsatz einer Formal-
dehydlösung aus der Methan-Partialoxidation. 
Reaktionsbedingungen Temperatur-
abhängigkeit 
pH-
Abhängigkeit 
Kinetik nach 
Michaelis-
Menten 
Produkt-
inhibierung 
Anwendung der FDM zum Um-
satz der Formaldehydlösung aus 
der Methan-Partialoxidation 
PP-Pufferkonzentration [M]  1 (K2HPO4)  1 (K2HPO4) 1 (K2HPO4) 1 (K2HPO4) 
Temperatur [°C] 25 – 70   45 45 45 
pH-Wert 7  8 8 8 
cFormaldehyd t0 [M] 0,330  0,033–3,330 0,133–1,332 0,093c; 0,097d 
cFormiat t0 [M] 0  0 0,035–0,420 0 
cMethanol t0 [M] 0  0 0,1–0,7 0 
Eingesetzte FDM-Aktivitäta 
[U/mL] 
2,5  2,6 2,6 4,8 
FDM-Konzentrationb [µM] 0,250  0,295 0,295 0,591 
a Aktivität in Enzym-Stock über Formaldehyd-Testkit bestimmt (siehe Kapitel 2.5.2). 
b Proteinkonzentration in Enzym-Stock über Protein-Assay bestimmt (siehe Kapitel 2.5.1). 
c über Partialoxidation hergestellte Formaldehydlösung (~5 g/L, Leibniz-Institut für Katalyse LIKAT, Rostock) (siehe Tabelle 4). 
d Referenzlösung (23,5 % Formaldehyd) Carl Roth GmbH (siehe Tabelle 4). 
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Korrelation zwischen Formaldehydabnahme und Formiatzunahme 
Im Rahmen der enzymkinetischen Charakterisierung wurde meist die Formiatzunahme 
betrachtet. In einigen Experimenten sollte auch die Formaldehydabnahme betrachtet wer-
den (siehe Kapitel 3.2.3 und 3.2.5.5). Die Korrelation zwischen Formaldehydabnahme und 
Formiatzunahme ist in Abbildung 11 gezeigt. Unter Berücksichtigung der Enzymverdün-
nung in den Ansätzen von 1:67 ergeben sich Volumenaktivitäten von 1059 U/mL (Formal-
dehyd) und 490 U/mL (Formiat). Aufgrund der Stöchiometrie der Reaktion muss die Akti-
vität berechnet aus der Formaldehydabnahme doppelt so hoch sein wie die Aktivität be-
rechnet aus der Formiatzunahme. 
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Abbildung 11: Korrelation zwischen Formaldehydabnahme und Formiatzunahme während der 
FDM-Reaktion. 
Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der Duplikate gezeigt. Die Steigungen be-
tragen -15,9 mM/min (Formaldehyd) bzw. 7,3 mM/min (Formiat). 
 
2.5.4 Methodik zur Charakterisierung der Produkthemmung der FDM 
Parallel zu dieser Arbeit wurden von Stier [31] erste Hinweise auf eine Produkthemmung 
der FDM im Rohextrakt durch Methanol und Ameisensäure gefunden. In der vorliegenden 
Arbeit wurde die Produkthemmung der FDM im Detail untersucht. Dazu wurde hier das 
gereinigte Enzym verwendet. Der Effekt der Produkte Methanol und Ameisensäure wurde 
getrennt voneinander betrachtet, um die Hemmungsmechanismen und die Stärke der 
Hemmung jeweils ermitteln zu können. 
Für die Produkthemmung wurde das passende Modell aufgestellt und die entsprechenden 
Inhibierungskonstanten dafür ermittelt. Dies erfolgte über die Messung der initialen Reak-
tionsgeschwindigkeiten abhängig von initialen Substrat- und Inhibitorkonzentrationen [58-
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60]. Durch die Betrachtung der linearen Anfangssteigungen kann der Wert derselben je-
weils direkt auf die zu Beginn der Reaktion eingestellten Bedingungen zurückgeführt wer-
den. Bis ca. 10% Reaktionsfortschritt (Substratverbrauch) kann davon ausgegangen wer-
den, dass es sich annähernd um die Anfangsgeschwindigkeit handelt [59]. Eine Verände-
rung der Geschwindigkeit aufgrund von z.B. Substratabnahme, Produkthemmung oder 
Enzymdenaturierung kann vernachlässigt werden. Vor allem bei Untersuchung der Pro-
dukthemmung ist dies vorteilhaft, da so die Inhibitor-(Produkt-)Konzentration als gleich-
bleibend angenommen werden kann [58]. 
Die Anfangsgeschwindigkeiten wurden für verschiedene Substratkonzentrationen bei je 
einer konstanten vorgelegten Produktkonzentration zu Beginn der Reaktion bestimmt. Die 
Daten wurden nach den Linearisierungsverfahren nach Lineweaver-Burk und Hanes-Woolf 
transformiert, sodass für jedes Produkt eine Geradenschar mit je eigener Steigung und ei-
genem y-Achsenabschnitt resultierte (Primärplots). Aus dem Muster der Geradenscharen 
konnte auf den Hemmungstyp durch jedes der beiden Produkte geschlossen werden. Stei-
gungen bzw. y-Achsenabschnitte der Primärplots wurden wiederum in Abhängigkeit der 
Produkt-(Inhibitor-)Konzentration aufgetragen (Sekundärplots). Aus den Abszissen-
Schnittpunkten der Regressionsgeraden in den Sekundärplots ließen sich die Inhibierungs-
konstanten ablesen [58]. 
Aus dem ermittelten Hemmungstyp für jedes Produkt einzeln wurde das Reaktionsnetz-
werk abgeleitet, zu welchem eine Geschwindigkeitsgleichung mit den berechneten Inhibie-
rungskonstanten aufgestellt werden konnte. Den allgemeinen Fall einer Hemmung durch 
zwei Inhibitoren I und J zeigt Abbildung 12. 
 
Abbildung 12: Allgemeines Reaktionsnetzwerk einer Enzymreaktion mit zwei Inhibitoren I und J. 
Es können kompetitive (Inhibitor bindet an E) und unkompetitive (Inhibitor bindet an ES) 
Hemmungstypen auftreten. Außerdem kann die Hemmung vollständig (ESJ bzw. ESI un-
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produktiv) oder partiell (ESJ bzw. ESI führen zu verringerter Produktbildung) sein. Die 
zugehörigen Geschwindigkeitsgleichungen sind in der Literatur zu finden [61]. 
2.5.5 Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC) 
Für die Detektion von Formaldehyd, Methanol und Ameisensäure wurde eine HPLC-
Methode optimiert. Tabelle 25 zeigt die gewählten Parameter, die bei der Methodenent-
wicklung optimale Trennleistung brachten. Der maßgebliche Faktor war dabei die Absen-
kung der Säulentemperatur von zuvor höheren Temperaturen (z.B. 30 °C) auf Raumtempe-
ratur (20 ± 3 °C). 
Tabelle 25: Parameter der etablierten HPLC-Methode zur FDM-Charakterisierung. 
Stationäre Phase Aminex HPX-87H (Bio-Rad, München) 
Mobile Phase 5 mM H2SO4 
Detektor Brechungsindex “RI 8120” (BISCHOFF, Leonberg) 
Fluss 0,6 mL/min 
Säulentemperatur 20 ± 3 °C 
Injektionsvolumen 20 µL 
Elution Isokratisch, 5 mM H2SO4 
Bei Raumtemperatur (20 ± 3 °C) konnte die vollständige Separation aller Peaks erreicht 
werden. Zur Beurteilung der Trennleistung wurden die Auflösung R, die Peak-Asymmetrie 
T und die Anzahl der theoretischen Böden N unter optimierten Bedingungen berechnet 
(Software McDAcq, BISCHOFF, Leonberg) (siehe Formel 9A-C).  
Die vollständige Trennung zweier Peaks ist bei R ≥ 1,5 vorhanden. Die Auflösung des 
Formaldehyd- und des Formiat-Peaks betrug bei 30 °C R = 1,02, d.h. die Trennung war 
nicht ideal. Durch die Absenkung der Säulentemperatur auf  20 ± 3 °C konnte eine Auflö-
sung von R = 2,48 und damit vollständige Trennung erreicht werden. 
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A)        R=
(tR1-tR2)
w1
21
+  w1
22
*1.18 
       
B)       T=
b0.1
a0.1
 
  
C)       N=5.54* ൭ tR
w1
2
൱
2
   
R–  Auflösung 
tR –  Retentionszeit, mit Index für zwei nebeneinanderliegende Peaks 
wభ
మ
 –  Peakbreite auf halber Höhe, mit Index für zwei nebeneinanderliegende Peaks 
T –  Peak-Asymmetrie (gemessen bei 10 % der Peakhöhe) 
a –  zeitlicher Abstand vom Peakanfang bis zum Peakmaximum (bei 10 % der Peakhöhe) 
b –  zeitlicher Abstand vom Peakende bis zum Peakmaximum (bei 10 % der Peakhöhe) 
N –  Anzahl der theoretischen Böden  
Formel 9: Berechnung von Auflösung R, Peak-Asymmetrie T und Anzahl der theoretischen Böden 
N [62]. 
Die Symmetrie aller Peaks lag nahe am idealen Wert von 1 (siehe Tabelle 26). Die Anzahl 
der theoretischen Böden war unter den optimierten Bedingungen für alle Analyten ausrei-
chend hoch, was eine effiziente Trennung anzeigt. 
Tabelle 26: Peak-Asymmetrie T und theoretische Böden N für Formaldehyd, Formiat und Metha-
nol bei 20 °C ± 3 °C [63].  
Analyt Peak-Asymmetrie T Theoretische Böden N 
Formaldehyd 1,17 12996 
Formiat 1,05 13212 
Methanol 1,03 14956 
Die Korrelation zwischen Peakfläche und Konzentration ist in beispielhaften Kalibrierge-
raden im Anhang gezeigt. Die Kalibrierung wurde aufgrund leichter Schwankungen der 
Raumtemperatur bei jedem Lauf mitgeführt.  
Aus den Kalibriergeraden wurden Nachweis- (limit of detection, LOD) und Bestimmungs-
grenze (limit of quantification, LOQ) nach DIN 32645 berechnet. In die Berechnung gin-
gen die Streuung (Formel 10A) und die Standardabweichung ein (Formel 10B). 
 
A)        sy=ට
∑ (ymeasured-ycalibration curve)
2n
i=1
n-2
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B)         sx0=
sy
b
         
 
sy –  Streuung um die Regressionsgerade 
n –  Anzahl der Kalibrierpunkte 
y –  Detektorsignal 
sx0 –  Standardabweichung 
b –  Steigung der Regressionsgeraden 
Formel 10: Berechnung von Streuung (A) und Standardabweichung (B). 
Nachweis- und Bestimmungsgrenze wurden mithilfe des Excel-basierten Programms Din-
test© anhand von Formel 11 mit der Anzahl der Freiheitsgrade f = n – 2, α = 5% und k = 3 
berechnet [64]. 
A)         xLOD= sx0*tf,α*ට
1
m
+ 1
n
+ xത
2
∑ (xi-xത)
2n
i=1
    
 
B)           xLOQ=k*sx0*tf,α2
*ට 1
m
+ 1
n
+ (k*xLOD-xത)
2
∑ (xi-xത)
2n
i=1
    
xLOD –  Nachweisgrenze 
xLOQ –  Bestimmungsgrenze 
sx0 –  Standardabweichung 
tf,α –  Faktor der t-Verteilung; ein-seitiger Konfidenzintervall 
tf,α2
 –  Faktor der t-Verteilung; zwei-seitiger Konfidenzintervall 
m –  Anzahl der Mehrfachmessungen 
n –  Anzahl der Kalibrierpunkte 
xi –  Messwert  
xത –  Mittelwert 
k –  Ergebnisunsicherheit, Erweiterungsfaktor 
Formel 11: Berechnung von LOD (A) und LOQ (B). 
Die Ergebnisse für Nachweis- und Bestimmungsgrenze sind in Tabelle 27 zusammenge-
fasst, wobei die Bestimmungsgrenze das untere Limit des Arbeitsbereichs definiert. Das 
obere Limit bestand jeweils in der höchsten analysierten Konzentration, die im linearen 
Messbereich lag. Der benötigte Messbereich ergab sich aus den Analytkonzentrationen in 
den realen Proben. 
 
Tabelle 27: Berechneter Arbeitsbereich und benötigter Messbereich für Formaldehyd, Formiat und 
Methanol [63].  
Die Bestimmungsgrenze legt die untere Grenze des Arbeitsbereichs fest. Die obere Grenze des 
Arbeitsbereichs ist die höchste verwendete Analytkonzentration, die im linearen Bereich lag. Der 
benötigte Messbereich definiert sich aus den tatsächlich vorhandenen Analytkonzentrationen bei 
der FDM-Charakterisierung. Nachweis- und Erfassungsgrenze wurden mit α = 5% und k = 3 be-
rechnet. 
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Substanz Nachweisgrenze 
LOD[g/L] 
Bestimmungs-
grenze LOQ 
[g/L] 
Berechneter Ar-
beitsbereich 
[g/L] 
Benötigter 
Messbereich 
[g/L] 
Formaldehyd 0,017 0,07 0,07-62,67 0,10-62,67 
Formiat 0,012 0,05 0,05-10,00 0,05-5,85 
Methanol 0,073 0,40 0,40-10,00 0,15-4,15 
2.5.6 Aktivitätsassay der MDH 
Der Aktivitätsassay der MDH wurde in Glycin-Puffer durchgeführt (siehe Tabelle 8). Die 
Standardbedingungen waren pH 9,5 und 50 °C, sofern in Kapitel 3.3.1 nicht anders ange-
geben. Der Puffer wurde vor Beginn ca. 5 min auf die Zieltemperatur vorgewärmt. Davon 
wurden 70 µL pro Ansatz in ein Well einer Mikrotiterplatte pipettiert. Dazu wurden je 
10 µL der 10x NAD+- und 10x Methanol-Lösung (siehe Tabelle 8) gegeben und die Mikro-
titerplatte so für 2 min im UV-Reader bei der Zieltemperatur vorgewärmt. Die Reaktion 
wurde mit 10 µL der MDH in 100 mM Phosphatpuffer und 50% Glyzerin gestartet (ent-
spricht 2,9 µM MDH bezogen auf das Monomer von 43 kDa) und die Absorption bei 
340 nm im UV-Reader über ca. 60 min verfolgt. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen 
durchgeführt. Für jede Reaktion wurden zwei Blindansätze mit VE-H2O statt Methanol 
mitgeführt, um die unspezifische Reduktion von NAD+ zu NADH zu detektieren. 
Die NADH-Konzentration wurde anhand einer Kalibriergerade mit 0 – 100 µM NADH 
berechnet (siehe Anhang) und die lineare Anfangssteigung innerhalb von mindestens 
10 min und Abständen von 1 min bestimmt. Die Aktivität wurde aus der Differenz der An-
fangssteigungen in den Ansätzen mit Methanol und den Blindansätzen berechnet. 
2.5.7 Optische Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-
OES) 
Zur Bestimmung von Zink, Magnesium und Eisen im E. coli-Nährmedium wurde die opti-
sche Emissionsspektrometrie mit induktiv gekoppeltem Plasma (ICP-OES) eingesetzt 
(Zentrale Analytik, Fraunhofer IGB; Stuttgart). Der Gehalt an diesen Ionen wurde in Zell-
pellets aus 200 mL Kultur (24 h Kultivierung, Rhamnose-System, siehe Kapitel 2.2.4) und 
im Nährmedium vor und nach Kultivierung gemessen. Es wurden je zwei identische Kulti-
vierungen durchgeführt und deren Zellpellets und Nährmedium analysiert. 
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Die Zellpellets wurden mit 0,9% NaCl gewaschen, abzentrifugiert und über Nacht bei 
105 °C getrocknet. Ca. 170 mg der Pellets wurden mit 3 mL konzentrierter Salpetersäure 
im Hochdruckverascher (HPA-S, Anton Paar, Graz) mit folgendem Programm aufge-
schlossen: 
- Von Raumtemperatur auf 70 °C geheizt, dann in 20 min auf 120 °C 
- Auf 200 °C geheizt und für 50 min gehalten 
- Anschließend wurden die Proben mit Reinstwasser auf 10 mL aufgefüllt. 
Die aufgeschlossenen Zellpellets sowie das Nährmedium vor und nach Kultivierung wur-
den mittels ICP-OES (Jobin Yvon Activa, Horiba, Edison, NJ, USA) vermessen. Dabei 
wurden die Elemente Mg, Fe und Zn mittels externer Kalibriergerade bestimmt. Die Kon-
zentrationsbereiche sind in Tabelle 28 gezeigt. 
Tabelle 28: Wellenlängen und Konzentrationsbereiche für die Bestimmung von Magnesium, Eisen 
und Zink durch ICP-OES. 
Element Wellenlänge [nm] Konzentrationsbereich [mg/L] 
Mg 279,079 0,03-5 
Mg 279,806 0,06-10 
Fe 259,940 0,01-0,5 
Zn 213,856 0,02-1 
2.5.8 Headspace-Gaschromatographie mit Detektion über Massenspektrometrie  
Die Formaldehydlösung aus der Methan-Partialoxidation wurde mittels Headspace-
Gaschromatographie und Detektion über Massenspektrometrie (Headspace-GC-MS) ana-
lysiert. Dazu wurden 5 mL der Lösung in einem Glasvial für 1 h auf 50 °C erhitzt. Daraus 
wurde mit einer gasdichten Spritze 1 mL aus dem Gasraum entnommen und auf die Säule 
gegeben. Die Säule war eine Rxi-5ms Säule (30 m, 0,25 mm Innendurchmesser, 0,25 µm 
Filmdicke) (Restek, Bad Homburg) im Trace GC Ultra Chromatographen (Thermo Scienti-
fic, USA). Die Injektortemperatur betrug 300 °C, die Ofentemperatur 40 °C und als Trä-
gergas wurde Helium mit einer konstanten Fließgeschwindigkeit von 1 mL/min verwendet. 
Die massenspektrometrische Detektion erfolgte im Positivionenmodus (DSQII, MasCom 
Technologies, Bremen). Es wurden die Masse-/Ladungsverhältnisse (m/z) 30 bis 400 ana-
lysiert. 
2.5.9 Reversed-Phase-HPLC mit Detektion über Massenspektrometrie 
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Die Formaldehydlösung aus der Methan-Partialoxidation wurde mittels Reversed-Phase-
HPLC und Detektion über Massenspektrometrie (RP-HPLC-MS) analysiert (Säule: Eclipse 
Plus-C18, 2,1*50 mm, 1,8 µm, Agilent Technologies, Waldbronn). Die Säulentemperatur 
betrug 40 °C und die Fließgeschwindigkeit 0,2 mL/min. Als Fließmittel wurde 0,1% 
Ameisensäure in Wasser (Komponente A) oder in Methanol (Komponente B) verwendet. 
Die Zusammensetzung der Komponenten A und B wurde als linearer Gradient innerhalb 
von 30 min von 95% A, 5% B auf 100% B umgestellt. Die Ionisierung der Analyten er-
folgte über Elektrospray-Ionisation im Positiv- und Negativionenmodus. 
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3 Ergebnisse 
Die Ergebnisse gliedern sich in drei Unterkapitel. Im ersten Kapitel wurde das Gen der fdm 
J3 aus genomischer DNA von Pseudomonas putida J3 isoliert, sequenziert und in E-
scherichia coli Expressionssysteme eingebracht. Die Ausbeute der FDM J3 aus diesen Sys-
temen wurde verglichen, das vielversprechendste ausgewählt und die Expressionsbedin-
gungen unter anderem durch Chaperon-Coexpression optimiert. Über einen angebrachten 
6xHis-Tag konnte die FDM J3 über immobilisierte Metallchelat-Affinitätschromatographie 
(IMAC) schnell und einfach aufgereinigt werden. 
Im zweiten Kapitel folgte die Charakterisierung der FDM J3 im Hinblick auf ihren Einsatz 
in technischen Enzymprozessen. Dabei wurden grundlegende Eigenschaften wie die Stabi-
lität, Stöchiometrie der Reaktion und Temperatur- und pH-Abhängigkeit betrachtet. Die 
Enzymkinetik der Formaldehyd-Dismutation durch die FDM wurde vor allem bezüglich 
der Produkthemmung charakterisiert.  
Im letzten Kapitel wurden zwei Redoxkaskaden verglichen, um mit Hilfe der FDM J3 aus 
Methan Methanol zu gewinnen. Zum einen kam eine rein enzymatische Kaskade in Frage, 
zum anderen eine chemo-enzymatische. 
3.1 Heterologe Expression und Aufreinigung der FDM J3 
3.1.1 Isolierung des fdm J3 Gens aus genomischer DNA von P. putida J3 
Rodewyk wies die Existenz einer Formaldehyd-Dismutase in P. putida J3 nach [9]. Sie 
induzierte die FDM-Expression durch Formaldehyd-Fütterung und isolierte das Enzym aus 
Rohextrakten des Stamms J3. Um die FDM-Expression zu vereinfachen und die Ausbeuten 
zu steigern, wurde in der vorliegenden Arbeit die heterologe Expression der FDM mit ver-
einfachter Aufreinigung angestrebt. 
Der Stamm P. putida J3 ist nicht sequenziert und das fdm-Gen war bislang nicht vollstän-
dig bekannt. Um die Sequenz der fdm aus diesem Stamm zu bestimmen, wurde die Gense-
quenz der bekannten Dismutase aus P. putida F61 herangezogen [3, 13]. Yanase et al. 
publizierten neben der codierenden Region auch die Bereiche 5‘ (upstream) und 3‘ 
(downstream) des fdm-Gens. Es wurden Primer für diese nicht codierenden Regionen her-
gestellt (siehe Kapitel 2.1.5). Die folgenden Regionen wurden gewählt: in der 5‘-nicht co-
dierenden Region die annotierte Promotersequenz, in der 3‘-Region die Hairpin-Struktur 
(Transkriptions-Terminations-Signal). Mit diesen Primern wurde das fdm J3 Gen plus 
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flankierende Regionen mittels PCR aus genomischer DNA von P. putida J3 amplifiziert. 
Ein Teil dieser Ergebnisse wurde in Vorarbeiten zur Doktorarbeit erzielt [24]. 
Für das zu amplifizierende Fragment wurden ca. 1,4 kb erwartet, basierend auf Informatio-
nen aus P. putida F61. In Abbildung 13 sind drei PCR-Produkte erkennbar mit Größen von 
ca. 1400 bp, 500 bp und <250 bp. Das Fragment von ca. 1400 bp wurde ausgeschnitten, 
aufgereinigt und sequenziert (siehe Kapitel 2.1.5 und 2.3.1). 
 
Abbildung 13: Amplifizierung eines potentiellen fdm J3-Gens aus genomischer DNA von P. puti-
da J3 mittels PCR.  
Aus den Sequenzierdaten konnte die vollständige Sequenz des fdm-Gens abgeleitet wer-
den. Die erhaltene Sequenz wies eine hohe Ähnlichkeit zu derjenigen aus P. putida F61 auf 
und wurde veröffentlicht (GenBank Accession number KX599283 und [65]). Die Identität 
mit der entsprechenden Sequenz aus P. putida F61 betrug 98,75%. Analog zu F61 konnte 
ein open-reading-frame (ORF) von 1200 bp identifiziert werden, der dem fdm-Gen ent-
sprach (ATG bis TGA). Im fdm-Gen wurden 15 unterschiedliche Nukleotide zwischen J3 
und F61 gefunden (siehe Anhang). Bei Übersetzung der DNA-Sequenz in die Aminosäu-
resequenz resultierten diese 15 Nukleotidunterschiede in einer unterschiedlichen Amino-
säure. Es konnte also ein fdm-Gen aus genomischer DNA von P. putida J3 amplifiziert 
werden, das sehr hohe Ähnlichkeit zu demjenigen aus P. putida F61 aufweist. 
Zur heterologen Expression der FDM J3 wurde das codierende Fragment in verschiedene 
E. coli Expressionsvektoren eingebracht, wie im folgenden Kapitel erläutert wird. 
3.1.2 Herstellung unterschiedlicher E. coli Expressionssysteme 
Für die heterologe Expression der FDM J3 wurden verschiedene E. coli Promotersysteme 
ausgewählt: das lac-, tac- und rha-Promotersystem. Der lac-Promoter stammt aus dem Lac-
tose-Stoffwechsel von E. coli (Plasmid pUC118 [66], GenBank Accession Number 
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U07649.1); der tac-Promoter ist ein Hybrid aus den Promotoren des Lactose- und Tryp-
tophan (trp)-Stoffwechsels (Plasmid pMAL-p5X-ΔmalE, kurz p5X [24, 67]); aus dem 
Gencluster zur Rhamnose-Dissimilation stammt der rha-Promoter (unveröffentlichtes 
Plasmid pJOE5940.1, angelehnt an [68], bereitgestellt von Dr. Josef Altenbuchner, Univer-
sität Stuttgart, IIG). 
In Vorarbeiten wurde das fdm J3-Gen in die Vektoren pUC118 und p5X kloniert [24]. In 
der vorliegenden Arbeit wurde es zusätzlich in den Vektor pJOE5940.1 integriert (einge-
setzte Primer siehe Kapitel 2.1.5). Zur alternativen Expression der fdm mit 6xHis-Tag vom 
Plasmid pJOE5940.1 wurde dem Gen über einen Primer mit 5‘-Überhang ein C-terminaler 
6xHis-Tag angefügt.  
Alle Klonierungen erfolgten durch PCR-Amplifikation des Zielgens, Restriktionsverdau 
des PCR-Fragments und des Zielvektors, Ligation und Transformation in chemisch kom-
petente E. coli (siehe Kapitel 2.3.2). Die verwendeten Restriktionsschnittstellen und der E. 
coli Wirtstamm für jedes Plasmid sind in Tabelle 29 gezeigt.  
Tabelle 29: Plasmidgerüst, verwendete Restriktionsschnittstellen, resultierendes Plasmid zur FDM-
Expression und E. coli Wirtsstamm für jedes Promotersystem. 
Plasmidgerüst 
(Promoter) 
Verwendete Restrik-
tionsschnittstellen 
Plasmid zur FDM-
Expression E. coli Wirtsstamm 
pUC118 (lac) [24] BamHI/PstI pUC-J3 JM109 
pMAL-p5X-ΔmalE, 
kurz p5X (tac) [24] 
BamHI/PstI p5X-J3 ER2523 
pJOE5940.1 (rha) NdeI/BsrGI pJOE-J3 BW3110 
Die erzeugten Expressionsplasmide wurden nach Klonierung aus E. coli isoliert (siehe Ka-
pitel 2.3.2.1) und zur Kontrolle durch die entsprechenden Restriktionsenzyme verdaut (sie-
he Kapitel 2.3.2.3). In Abbildung 14 sind die korrekten Banden der linearisierten Plasmide 
mit fdm-Gen erkennbar. Im Anschluss erfolgte die Sequenzierung der Konstrukte. Für die 
Expression der FDM wurden nur solche verwendet, welche die korrekte Sequenz trugen.  
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Abbildung 14: Kontrollverdau der hergestellten Expressionsplasmide.  
Der Pfeil markiert die korrekte Bande der Plasmide (linearisiert mit Restriktionsenzym): pUC-J3 – 
4,4 kb (Eco53kI) [24]; p5X-J3 – 5,9 kb (NdeI) [24]; pJOE-J3 – 4,7 kb (BsrGI). P – unverdautes 
Plasmid; V – verdautes Plasmid. 
3.1.3 Einfluss des Promotersystems auf die FDM-Aktivität in Rohextrakten 
Der Einsatz unterschiedlicher Promotoren kann die Transkriptionsrate deutlich beeinflus-
sen. Je nach Eigenschaften eines heterolog exprimierten Proteins können die Mengen an 
korrekt gefaltetem Protein stark variieren. Die Expression der FDM in E. coli wurde daher 
mit drei Promotersystemen durchgeführt und verglichen: mit dem lac-, tac- und rha-
System. Es wurden die in Kapitel 3.1.2 beschriebenen E. coli Stämme verwendet. 
Die Kultivierungsbedingungen und Erntezeitpunkte wurden für alle Systeme identisch ge-
wählt (siehe Kapitel 2.2.4). Die Induktion der Proteinexpression erfolgte zu Beginn der 
exponentiellen Phase; Induktor im lac- und tac-System war IPTG, im rha-System L-
Rhamnose. Zellernte und Analyse der FDM-Aktivität in Rohextrakten wurde einmal im 
Übergang zur stationären Phase und einmal in der späten stationären Phase durchgeführt 
(siehe Abbildung 15). Parallel zu den induzierten Kulturen wurden für alle Systeme auch 
nicht-induzierte Kontrollen mitgeführt. Auch hier wurde das Zellwachstum verfolgt und 
die FDM-Aktivität in Rohextrakten zu denselben Erntezeitpunkten gemessen. 
Das Wachstumsverhalten von E. coli JM109/pUC-J3, ER2523/p5X-J3 und 
BW3110/pJOE-J3 ist in Abbildung 15 für induzierte und nicht-induzierte Kulturen gezeigt. 
Die Wachstumskurven mit/ohne Induktion lagen sehr eng beieinander, d.h. die induzierte 
FDM-Expression hatte keinen signifikanten Effekt auf das Zellwachstum. Die optische 
Dichte von ER2523/p5X-J3 und BW3110/pJOE-J3 stieg bis zum Übergang in die stationä-
re Phase stärker an als diejenige von JM109/pUC-J3. Beim letzten Messpunkt in der späten 
stationären Phase (24 h) fiel die optische Dichte von BW3110/pJOE-J3 leicht ab, während 
diejenige von ER2523/p5X-J3 weiter leicht anstieg. Bis zur späten stationären Phase er-
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reichte der Stamm JM109/pUC-J3 eine vergleichbare optische Dichte wie BW3110/pJOE-
J3. In Bezug auf die produzierte Zellmasse zeigte ER2523/p5X-J3 also die besten Ergeb-
nisse.  
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Abbildung 15: (A) Wachstumsverhalten von E. coli JM109/pUC-J3 (lac), ER2523/p5X-J3 (tac) 
und BW3110/pJOE-J3 (rha) bei Induktion der FDM-Expression zu Beginn der exponentiellen Pha-
se [69]. Die Erntezeitpunkte im Übergang zur stationären Phase (1) und in der späten stationären 
Phase (2) sind markiert. (B) Wachstumsverhalten der nicht-induzierten Kulturen [69]. Alle Mess-
punkte stellen Mittelwert mit Standardabweichung von biologischen Duplikaten dar. 
Aus der Zunahme der optischen Dichte zwischen 0 und 4 h wurde die maximale spezifi-
sche Wachstumsrate µmax für alle Stämme berechnet (siehe Tabelle 30). Auch hier wird das 
sehr ähnliche Wachstum zwischen induzierten und nicht-induzierten Kulturen deutlich. 
Eine geringfügig größere Wachstumsrate wurde für den Stamm BW3110/pJOE-J3 im Ver-
gleich zu den anderen beiden beobachtet. 
Tabelle 30: Maximale spezifische Wachstumsraten µmax der verwendeten E. coli Stämme, im Ver-
gleich für induzierte und nicht-induzierte Kulturen [69]. µmax wurde zwischen 0 und 4 h bestimmt 
mit R² > 0,99. Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der biologischen Duplikate gezeigt. 
E. coli Stamm (Promoter) µmax (induziert) [h-1] µmax (nicht-induziert) [h-1] 
JM109/pUC-J3 (lac) 0,636 ± 0,007 0,643 ± 0,002 
ER2523/p5X-J3 (tac) 0,618 ± 0,006 0,638 ± 0,015 
BW3110/pJOE-J3 (rha) 0,656 ± 0,025 0,658 ± 0,009 
Wie in Abbildung 15 gezeigt, wurden im Übergang zur stationären Phase und in der späten 
stationären Phase Zellen geerntet und mittels Ultraschallbehandlung aufgeschlossen. 
Rohextrakte (lösliches Protein) und Präzipitatfraktionen (unlösliche Proteinaggregate) 
wurden zuerst über SDS-PAGE analysiert (siehe Abbildung 16, Herstellung Rohextrakte 
und Präzipitatfraktionen siehe Kapitel 2.2.5). In den Rohextrakten aller Stämme wurde zu 
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beiden Erntezeitpunkten eine Bande bei ca. 44 kDa gefunden, die der Größe der FDM ent-
spricht. Diese Bande war bei BW3110/pJOE-J3 (rha) am stärksten ausgeprägt. Neben die-
ser löslichen FDM in Rohextrakten wurde vor allem für das rha-System auch eine deutli-
che Bande in den Präzipitatfraktionen detektiert. Auf Proteinebene scheint die gebildete 
FDM-Menge in Rohextrakten und in Form unlöslicher Aggregate im rha-System am größ-
ten zu sein. 
 
Abbildung 16: SDS-PAGE der Rohextrakte und Präzipitatfraktionen aus den in Abbildung 15 
gezeigten Kulturen (Auszüge aus [69]).  
Die Erntezeitpunkte (1, 2) sind in Abbildung 15 angegeben. Der Pfeil markiert die Größe der FDM 
von ca. 44 kDa. 
Zur Quantifizierung der Menge an aktiver FDM wurde die FDM-Aktivität in allen Rohex-
trakten gemessen und in Form der spezifischen Aktivität bezogen auf das Gesamtprotein 
aufgetragen (siehe Abbildung 17). Für lac- und rha-System wurde zum Erntezeitpunkt 2 
(späte stationäre Phase) eine höhere Aktivität gefunden als zum Zeitpunkt 1 (Übergang zur 
stationären Phase); im tac-System war im Rahmen der Messgenauigkeit kein Unterschied 
feststellbar. Die insgesamt höchste FDM-Aktivität von 51 U/mg ergab sich aus dem rha-
System zum Erntezeitpunkt 2. Alle weiteren gemessenen Aktivitäten blieben deutlich da-
runter. Die höchste Aktivität im lac-System wurde beim Erntezeitpunkt 2 mit 11 U/mg 
gemessen, im tac-System zum Erntezeitpunkt 1 mit 4,7 U/mg. 
Bei induzierbaren Promotersystemen ist die Regulierbarkeit der Proteinexpression von 
Interesse. Zu diesem Zweck wurde die Basalexpression des Zielproteins ohne spezifischen 
Induktor überprüft ((-) in Abbildung 14). Das tac- und rha-System zeigten keine Basalex-
pression und somit gute Regulierbarkeit. Dagegen wurden im lac-System ohne Induktion 
22% (Ernte 1) bzw. 12% (Ernte 2) der Aktivität mit Induktion gemessen. 
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Abbildung 17: Spezifische FDM-Aktivität bezogen auf Gesamtprotein in Rohextrakten von E. coli 
JM109/pUC-J3 (lac), ER2523/p5X-J3 (tac) und BW3110/pJOE-J3 (rha) mit (+) und ohne (-) In-
duktion [69].  
Die Erntezeitpunkte sind in Abbildung 15 angegeben. Alle Werte entsprechen Mittelwerten mit 
Standardabweichungen der biologischen Duplikate. 
Das verwendete Plasmidgerüst pJOE5941.0 enthält als einziges unter den verwendeten 
Plasmiden eine cer-Sequenz, die zu hoher Plasmidstabilität in den Zellen auch ohne Selek-
tionsdruck führt [70]. Dieses System bietet daher den Vorteil, die Antibiotikalast zu redu-
zieren bzw. vollständig zu eliminieren. In dieser Arbeit wurden alle oben genannten Kultu-
ren mit und ohne das respektive Antibiotikum (siehe Kapitel 2.1.4) verglichen. Im rha-
System wurde wie erwartet in beiden Ansätzen innerhalb der 24 h Expressionsdauer identi-
sche FDM-Aktivität gemessen. Der Plasmidverlust war hier vernachlässigbar. Im Gegen-
satz dazu wurden im lac- und tac-System ohne Selektionsdruck nur 64 bzw. 82% der Akti-
vität bezogen auf die Kulturen mit Selektionsdruck ermittelt. Der fehlende Selektionsdruck 
hatte somit einen negativen Einfluss auf die FDM-Expression, vermutlich aufgrund des 
Plasmidverlusts. 
Zusammenfassend zeigten alle Stämme ähnliches Wachstumsverhalten, wobei die gebilde-
te Zellmasse bei ER2523/p5X-J3 und µmax bei BW3110/pJOE-J3 etwas höher lagen als bei 
den jeweils anderen Stämmen. Ausschlaggebend für die Auswahl des optimalen Expressi-
onsstammes war vor allem die gemessene FDM-Aktivität in Rohextrakten. Mit 51 U/mg 
bezogen auf das Gesamtprotein im Rohextrakt lag diese im rha-System (BW3110/pJOE-
J3) bei Ernte in der späten stationären Phase mit Abstand am höchsten. Daher wurde für 
alle weiteren Experimente dieses System gewählt. Des Weiteren spielte die hohe Plasmid-
stabilität eine Rolle bei der Auswahl des Systems, um die Antibiotikazugabe zu vermeiden. 
Die Ergebnisse wurden in [65] veröffentlicht. 
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3.1.4 Optimierung der FDM-Expression im Rhamnose-System 
Aus den getesteten Promoter-Systemen wurde das rha-System als am besten für die FDM-
Expression geeignetes ausgewählt. Zur Optimierung der FDM-Expression in diesem Sys-
tem wurden verschiedene Kultivierungsbedingungen wie Expressionstemperatur sowie 
Induktions- und Erntezeitpunkt variiert. Die Temperatur wurde auf 20, 25 oder 30 °C ein-
gestellt. Eine Temperatur von 37 °C wurde nicht getestet, da sich in der Literatur bereits 
hohe Inclusion-Body-Bildung gezeigt hatte [12]. Die Induktion erfolgte in der frühen und 
in der späten exponentiellen Phase (siehe Kapitel 3.1.3); geerntet wurde in der frühen und 
in der späten stationären Phase (markiert in der Wachstumskurve in Abbildung 18). Alle 
Faktoren beeinflussten die FDM-Aktivität bezogen auf Gesamtprotein in den Rohextrakten 
deutlich (siehe Abbildung 18).  
Im Vergleich der Temperaturen wurde die höchste Aktivität bei 30 °C gemessen. Hier war 
die schnellere Expressionsrate vorteilhaft, die Faltung der FDM war anscheinend in dieser 
Geschwindigkeit möglich. Außerdem führte eine frühere Induktion zu höheren Aktivitäten 
als die späte. Mit längerer Expressionsdauer wurde in allen Fällen mehr Aktivität gemes-
sen als bei früherer Ernte. Die gebildete FDM-Menge schien also mit längerer Kultivie-
rungsdauer immer weiter zu steigen und zu den gewählten Zeitpunkten nicht wieder abzu-
fallen.  
0
10
20
30
40
50
0 5 10 15 20 25
0
1
2
3
4
O
D
50
0
Zeit [h]
Ind2
Ernte2
Ind2
Ernte1
Ind1
Ernte2
2   Induktion
 
Sp
ez
. A
kt
. [
U
/m
g]  20 °C
 25 °C
 30 °C
1
1  Ernte 2
Ind1
Ernte1
 
Abbildung 18: Variation von Temperatur, Induktions- und Erntezeitpunkt zur optimierten FDM-
Expression im rha-System. 
Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der biologischen Duplikate gezeigt. 
Zusammengefasst war die FDM im Cytosol anscheinend sehr stabil, beeinflusste die Zelle 
nicht negativ und konnte mit hoher Geschwindigkeit exprimiert und gefaltet werden. Die 
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besten Bedingungen in diesem Experiment waren 30 °C, Induktion in der frühen exponen-
tiellen Phase und Ernte in der späten stationären Phase. Im weiteren Verlauf wurde der 
Induktor Rhamnose zu Beginn der Kultivierung direkt zugegeben; dies erleichterte die 
Durchführung und konnte die FDM-Aktivität erneut leicht steigern. Das optimierte Proto-
koll zur FDM-Expression im rha-System ergab sich folgendermaßen und wurde für alle 
weiteren Experimente verwendet: 
- Keine Antibiotikazugabe notwendig zur Selektion von pJOE5941.0 (siehe Kapitel 
3.1.3) 
- Inkubation bei 30 °C 
- Induktion mit Rhamnose von Beginn an 
- Ernte in der späten stationären Phase (24 h) 
Nach diesem Protokoll wurden auch Fermentationen im 1 L- und 40 L-Maßstab durchge-
führt, so dass für die weiteren Experimente genügend Enzym zur Verfügung stand. 
3.1.5 Aktivität der getaggten FDM im Rohextrakt 
Zur vereinfachten Aufreinigung wurde die FDM mit zwei unterschiedlichen Tags verse-
hen. Als erste FDM-Variante erhielt diese einen C-terminalen 6x-His-Tag (0,8 kDa) und 
wurde im rha-System exprimiert (BW3110/pJOE). Alternativ wurde sie mit einem N-
terminalen Maltose-Binding-Protein(MBP)-Tag (42,5 kDa) im tac-System 
(ER2523/pMAL-p5X) hergestellt [24]. 
Nach Kultivierung (siehe Kapitel 2.2.4) wurden die Zellen geerntet und über Ultraschall 
aufgeschlossen, sodass Rohextrakte und Pelletfraktionen erhalten wurden (siehe Kapitel 
2.2.5). Die Zusammensetzung der Fraktionen auf Proteinebene wurde über SDS-PAGE 
analysiert (siehe Abbildung 19A). Die Varianten ohne Tag bzw. mit 6xHis-Tag traten in 
Rohextrakten und Pelletfraktionen auf, d.h. beide lagen sowohl löslich als auch aggregiert 
in Inclusion Bodies vor. Die MBP-J3 Variante lag vollständig unlöslich in der Pelletfrakti-
on vor; im Rohextrakt wurde keine entsprechende Bande detektiert. 
Zur Quantifizierung der FDM-Menge wurde jeweils deren Aktivität im Rohextrakt gemes-
sen (siehe Abbildung 19B). Der N-terminale MBP-Tag führte zu vollständig inaktiver 
FDM, was mit deren Auftreten in der Pelletfraktion korreliert. Diese Variante lag also un-
löslich in Form von Inclusion Bodies vor und der N-terminale MBP-Tag eignete sich nicht 
für die FDM. Dies konnte auch nicht durch die coexprimierten Faltungshelfer GroESL 
verändert werden (nicht gezeigt). 
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Die FDM J3 mit 6x-His-Tag im Rohextrakt zeigte dagegen eine Aktivität von 13 U/mg. Im 
Gegensatz zur FDM F61 mit N-terminalem 6x-His-Tag [12] war diese Variante also funk-
tional. Im Vergleich zur unveränderten FDM J3 mit 51 U/mg entsprach dies 25%. Diese 
Reduktion der Aktivität im Rohextrakt sollte durch die Coexpression des Chaperons Gro-
ESL verhindert werden (siehe Kapitel 3.1.6). 
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Abbildung 19: Expression der FDM J3 ohne Tag, mit 6xHis-Tag (C-terminal) oder MBP-Tag (N-
terminal [24]).  
(A) SDS-PAGE der Rohextrakte (RE) und Pellet-Fraktionen (P) (siehe Kapitel 2.2.5). Der Pfeil 
markiert die Größe der FDM-Varianten (J3 – 44 kDa; J3-6xHis – 44,8 kDa; MBP-J3 – 86,5 kDa). 
(B) Spezifische Aktivität der FDM-Varianten bezogen auf das Gesamtprotein in Rohextrakten. Es 
sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der biologischen Duplikate gezeigt. 
 
3.1.6 Erhöhung der Ausbeute an aktiver FDM mit und ohne 6xHis-Tag durch Cha-
peron-Coexpression im Rhamnose-System 
Faltungshelfer wie das Chaperon GroESL können die Ausbeute heterolog exprimierter 
Proteine erhöhen, was für die FDM im tac-System bereits gezeigt worden war [12]. Daher 
wurde GroESL in dieser Arbeit mit der FDM im rha-System coexprimiert. Einerseits war 
dies für das Wildtyp-Enzym ohne Tag interessant; andererseits konnte so unter Umständen 
auch die verringerte Ausbeute an J3-6xHis erhöht werden. Es wurde das Plasmid pKY206 
gewählt, das die kodierenden Gene für GroES (kleine Untereinheit) und GroEL (große 
Untereinheit) unter Kontrolle eines konstitutiven Promoters trägt [71]. Die Stämme 
BW3110/pJOE-J3 und BW3110/pJOE-J3-6xHis wurden mit pKY206 transformiert und 
auf Selektivmedium (Ampicillin und Tetracyclin) ausplattiert. Aus den erhaltenen Klonen 
wurde Plasmid-DNA isoliert und diese mittels PCR (Abbildung 20A) bzw. Restriktions-
verdau (Abbildung 20B) analysiert. Die erwarteten Fragmentgrößen sind in Abbildung 20 
sichtbar. Es wurden nur solche Stämme weiterverwendet, die das erwartete Bandenmuster 
zeigten. 
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A          B 
  
Abbildung 20: (A) Kontroll-PCR mit isolierter Plasmid-DNA aus E. coli BW3110/pJOE-
J3+pKY206. pJOE-J3 – Primer 10 und 11 (Tabelle 12), TAnnealing = 60 °C, 45 s Elongation, Frag-
mentgröße 1,3 kb; pKY206 – Primer 14 und 15 (Tabelle 12), TAnnealing = 60 °C, 120 s Elongation, 
Fragmentgröße 3,5 kb. Marker: GeneRulerTM 1 kb Plus. (B) Restriktionsverdau der Plasmid-DNA 
aus E. coli BW3110/pJOE-J3-6xHis+pKY206 mit EcoRI.  
Erwartete Fragmente: pJOE-J3 His – 4,7 kb; pKY206 – 7,4 kb. Marker: GeneRulerTM 1 kb. PK – 
Positivkontrolle (Plasmid); NK – Negativkontrolle (keine DNA); P – Plasmid unverdaut; V – ver-
daute Plasmid-DNA. 
Die Expression der FDM J3 bzw. J3-6xHis in den GroESL-exprimierenden Stämmen er-
folgte wie im optimierten Protokoll für das rha-System (siehe Kapitel 3.1.4). Die Rohex-
trakte und Pelletfraktionen der Kulturen mit GroESL-Expression wurden über SDS-PAGE 
analysiert (siehe Abbildung 21A). Die FDM-Bande bei ca. 44 kDa ist in beiden Rohextrak-
ten deutlich erkennbar. Die Intensität dieser Bande ist im Verhältnis zum restlichen Zell-
protein erheblich stärker; dies fällt vor allem im Vergleich mit den FDM-Banden ohne 
GroESL-Coexpression in Abbildung 16 (J3) und Abbildung 19 (J3-6xHis) auf. Außerdem 
ist die Bande der größeren Chaperon-Untereinheit GroEL (57 kDa) in den Rohextrakten 
stark ausgeprägt. Die kleine Untereinheit GroES mit 10 kDa ist im SDS-Gel nicht sichtbar. 
Sowohl FDM als auch GroEL wurden zusätzlich in den Pelletfraktionen detektiert. Das 
Expressionslevel beider Proteine war sehr hoch, so dass auch jeweils ein Teil der FDM und 
des Chaperons als Inclusion Bodies ausfiel. Wie die SDS-PAGE zeigte, stellten FDM und 
GroEL einen erheblichen Anteil am gesamten Zellprotein dar. 
Zur Quantifizierung des FDM-Expressionslevels wurde in den Rohextrakten deren Aktivi-
tät bestimmt (siehe Abbildung 21B). Verglichen zu den Kultivierungen ohne GroESL-
Coexpression war die spezifische FDM-Aktivität bezogen auf das Gesamtprotein hier 1,8- 
(J3) bzw. 8,6- (J3-6xHis) fach höher. Für beide FDM-Varianten konnte die Ausbeute an 
Aktivität also erhöht werden, wobei die Verbesserung für die J3-6xHis-Variante besonders 
stark ausgeprägt war. Ohne Chaperon-Coexpression betrug die spezifische Aktivität der 
getaggten Variante im Rohextrakt nur ca. ein Viertel der ungetaggten Variante. Mit Chape-
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ron-Coexpression wurde hier sogar eine höhere Aktivität für die getaggte Variante ver-
zeichnet (116 vs. 94 U/mg). Damit konnte der negative Effekt des C-terminalen 6xHis-
Tags auf die FDM-Aktivität im Rohextrakt durch die GroESL-Coexpression überwunden 
werden.  
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Abbildung 21: Coexpression der FDM ohne (J3) [69] bzw. mit 6xHis-Tag (J3-6xHis) und GroESL 
(pKY206) in E. coli BW3110.  
(A) SDS-PAGE von Rohextrakten (RE) und Präzipitatfraktionen (P) der induzierten E. coli 
BW3110/pJOE-J3 bzw. J3-6xHis plus pKY206. Der Pfeil markiert die FDM J3-Versionen (J3 – 
44 kDa; 6xHis – 0,8 kDa); die große Untereinheit GroEL ist bei 57 kDa (*) sichtbar. (B) FDM J3 
Aktivität in Rohextrakten der in (A) beschriebenen Kulturen. Es sind Mittelwerte mit Standardab-
weichungen von biologischen Duplikaten gezeigt. 
Die Freisetzung eines Proteins aus der Bindetasche von GroESL ist Energie- also ATP-
abhängig. Aus diesem Grund setzten Yanase et al. den Rohextrakten ATP zu [12]. In der 
vorliegenden Arbeit wurde getestet, ob dies im verwendeten Expressionssystem notwendig 
ist. Nach 10 min Inkubation der Rohextrakte mit ATP bei 37 °C war die FDM-Aktivität in 
Rohextrakten 6 – 18% niedriger als ohne diesen Schritt (nicht gezeigt). Es wurde folglich 
kein ATP zur Gewinnung des aktiven Enzyms benötigt. Bestätigt wurde dies auch bei der 
FDM-Aufreinigung, bei der keine Coelution von FDM und Chaperon auftrat (siehe Kapitel 
3.1.8). 
Für weitere Expressionen wurde der Stamm E. coli BW3110/pJOE-J3-6xHis+pKY206 
ausgewählt, mit dem reproduzierbare FDM-Aktivitäten von ca. 110 – 116 U/mg in Rohex-
trakten erhalten wurden und die Ergebnisse wurden veröffentlicht [65]. 
3.1.7 Einfluss von Zink im Nährmedium auf die FDM-Aktivität im Rohextrakt 
Da es sich bei der FDM um ein Zink-abhängiges Enzym handelt, spielte die Verfügbarkeit 
von Zink im Nährmedium für die Expression eine entscheidende Rolle. Im Rahmen dieser 
Arbeit wurde ausschließlich mit Komplex-Nährmedium kultiviert, welches Hefeextrakt 
und Trypton enthält (LB-Medium, siehe Kapitel 2.1.3). Zur Sicherstellung der Reprodu-
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zierbarkeit der FDM-Expressionen wurde immer die gleiche Charge dieser Medienbe-
standteile verwendet. Zunächst wurde die Aufnahme von Zink in die Zellen aus dem Stan-
dard-Nährmedium betrachtet. Anschließend wurde zusätzliches Zink im Nährmedium vor-
gelegt und untersucht, wie die Bildung der FDM dadurch beeinflusst wurde.  
Aufnahme von Zink aus dem Nährmedium bei FDM-Expression 
In diesem Experiment wurde einerseits die Zinkaufnahme von E. coli BW3110/pJOE-J3 
bei Induktion der FDM-Expression (+Rha) mit derjenigen ohne Induktion (-Rha) vergli-
chen. Damit sollte grundlegend untersucht werden, ob die bereitgestellte Zinkkonzentrati-
on im Nährmedium ausreichend oder bereits limitierend war. Andererseits wurde die 
Zinkaufnahme des Stammes mit der höchsten Ausbeute an J3-6xHis-Aktivität bei Indukti-
on mit Rhamnose betrachtet; dies war der GroESL-coexprimierende BW3110/pJOE-J3-
6xHis+pKY206 (siehe Kapitel 3.1.6). Dieser Stamm sollte im weiteren Verlauf die größe-
ren benötigten Mengen FDM für Aufreinigungen und Charakterisierungen bereitstellen 
und daher möglichst optimale Expressionsbedingungen vorfinden. Die Analyse des Zinks 
erfolgte über ICP-OES (siehe Kapitel 2.5.6, in Kooperation mit Zentrale Analytik, Fraun-
hofer IGB; Stuttgart). Gleichzeitig wurden Magnesium und Eisen als Kontrollen analysiert, 
da beide nicht in die überexprimierte FDM integriert werden und somit unabhängig von 
der FDM-Expression in die Zellen aufgenommen werden sollten. 
Pro Schüttelkolben wurden 200 mL Kultur angesetzt. Es wurde die anfängliche Zink-, 
Magnesium- und Eisenmasse im diesem Volumen des Nährmediums bestimmt (Nährme-
dium t0 h). Nach 24 h Kultivierung mit oder ohne Induktion wurden die Zellen vom Kultur-
überstand getrennt und die absoluten Massen von Zink, Magnesium und Eisen im Zellpel-
let (Zellpellet t24 h) sowie im Überstand (Nährmedium t24 h) bilanziert (siehe Abbildung 22).  
Zunächst werden die Kultivierungen ohne Chaperon-Coexpression betrachtet, die mit bzw. 
ohne Induktion der FDM-Expression durch Rhamnose durchgeführt wurden. Im Nährme-
dium lagen zu Beginn der Kultivierung 0,12 mg Zink vor, die in die Zellen aufgenommen 
werden konnten. Die induzierten Kulturen (J3 + Rha) bildeten im Mittel in 200 mL 0,30 g 
Zellmasse, welche 0,073 mg Zink enthielten. Dies entspricht 61% der vorgelegten Masse 
an Zink. Ohne FDM-Expression (J3 - Rha) wurden nur 0,017 mg Zink in 0,36 gTS nach-
gewiesen, entsprechend 15% des vorgelegten Zinks. Dies korreliert mit der nachgewiese-
nen FDM-Aktivität von 66 U/mg in Rohextrakten der induzierten Kulturen und 
0,087 U/mg in Rohextrakten der nicht-induzierten Kulturen. Es konnte also bei FDM-
Expression wie erwartet ein erhöhter Zinkbedarf nachgewiesen werden. Da nach 24 h noch 
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41% (0,049 mg) des Zinks im Nährmedium vorhanden waren, wurde auf eine ausreichende 
Versorgung mit Zink geschlossen. Zur Überprüfung wurde im Weiteren eine Expression 
mit zusätzlicher Zinkzugabe durchgeführt (siehe unten). 
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Abbildung 22: Aufnahme von Zink, Magnesium und Eisen aus dem Nährmedium (t0 h) in die Zel-
len innerhalb von 24 h FDM-Expression im rha-System (Zellpellet und Nährmedium t24 h) mit oder 
ohne Chaperon-Coexpression (+/-GroESL) [69, 72].  
Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen von biologischen Duplikaten gezeigt (t24 h). Die 
Analyse erfolgte mittels ICP-OES (siehe Kapitel 2.5.6). Gebildete Zellmassen nach 24 h: J3 + Rha 
(1,49 gTS/L); J3 – Rha (1,80 gTS/L); J3-6xHis + Rha (1,31 gTS/L).  
Von den Kontrollelemente Magnesium und Eisen wurde in den nicht-induzierten Kulturen 
eine etwas größere Menge nachgewiesen als in induzierten Kulturen. Dies könnte auf die 
etwas höhere Zellmasse zurückzuführen sein. Die Induktion der FDM-Expression führte 
für diese Elemente also nicht zu einer verstärkten Aufnahme, was aufgrund der reinen 
Zink-Abhängigkeit der FDM zu erwarten war. Die etwas geringere Aufnahme von Magne-
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sium und Eisen bei Coexpression von GroESL könnte auf die Komplexierung der Ionen 
durch zugegebenes Tetracyclin zur Selektion von pKY206 verursacht worden sein. 
Bei Expression der J3-6xHis mit GroESL wurde eine Aktivität von 112 U/mg gemessen; 
die gebildete Zellmasse von 0,26 gTS enthielt 0,080 mg Zink, was 71% der vorgelegten 
Menge entspricht. Die höhere Aktivität im Rohextrakt im Vergleich zur FDM-Expression 
ohne GroESL geht dementsprechend mit einer verstärkten Zinkaufnahme in die Zellen 
einher. Nach Zellernte lagen noch 0,023 mg (20%) des Zinks im Kulturüberstand vor. Eine 
schwache Limitierung der FDM-Expression durch Zinkmangel könnte hier aufgetreten 
sein. Magnesium und Eisen wurden in geringeren Mengen als ohne GroESL-Expression in 
den Zellpellets gemessen, was zum Teil durch die geringere Zellmasse verursacht worden 
sein kann. 
Supplementation von Zink bei FDM-Expression 
Wie zuvor erwähnt, wurde eine FDM-Expression mit zusätzlichem Zink durchgeführt, um 
eine mögliche Limitierung ausschließen zu können. Es wurde das rha-System ohne Chape-
ron-Coexpression ausgewählt und die Varianten J3 und J3-6xHis mit Zugabe von 1 mM 
ZnCl2 exprimiert (entspricht 65 mg/L Zn). Im vorigen Experiment wurden im Nährmedium 
0,60 mg/L Zink gemessen; nun wurde also zusätzlich etwa die 100-fache Menge davon 
zugegeben.  
Zunächst wurde das Wachstumsverhalten der induzierten Kulturen mit und ohne 1 mM 
ZnCl2 verglichen (siehe Abbildung 23A). Das Wachstum der Stämme war unabhängig von 
der exprimierten FDM-Variante jeweils identisch. Das zugegebene Zink hatte einen deutli-
chen wachstumsinhibierenden Effekt auf die Kulturen. Die erreichte finale OD nach 24 h 
war mit Zinkzugabe jeweils ca. 22% geringer als ohne zusätzliches Zink und die Wachs-
tumsraten waren geringer. 
Um den Effekt des Zinks auf die FDM-Aktivität in Rohextrakten beurteilen zu können, 
wurden die gemessenen spezifischen Aktivitäten der J3 und J3-6xHis mit Zink-Zugabe 
prozentual bezogen auf die Kontrollen ohne zusätzliches Zink angegeben (siehe Abbildung 
23B). Mit 45 U/mg konnten für die FDM J3 87% der Aktivität im Vergleich zur Kontrolle 
nachgewiesen werden. Für die FDM J3-6xHis nahm die Aktivität mit 4,3 U/mg auf 27% 
bezogen auf die Kontrolle ab. Die Aktivität beider FDM-Varianten war also mit Zugabe 
von 1 mM ZnCl2 niedriger als ohne. Die Aktivität der Variante mit 6xHis-Tag war beson-
ders stark negativ beeinflusst, was auf mögliche Komplexierung des Zinks durch den Tag 
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bei diesen hohen Zink-Konzentrationen hindeuten könnte. Für folgende Expressionen wur-
de daher das LB-Medium mit 0,6 mg/L Zink verwendet. 
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Abbildung 23: (A) Wachstumsverhalten der induzierten Kulturen zur J3- bzw. J3-6xHis-
Expression im rha-System mit bzw. ohne Zugabe von 1 mM ZnCl2. (B) Spezifische Aktivität bezo-
gen auf das Gesamtprotein in Rohextrakten der exprimierten J3 bzw. J3-6xHis mit 1 mM ZnCl2 
relativ zu den Kontrolle ohne zusätzliches Zink [69].  
Die 100%-Werte entsprechen 52 U/mg (J3) und 16 U/mg (J3-6xHis). Es sind Mittelwerte mit Stan-
dardabweichungen von biologischen Duplikaten gezeigt.  
 
3.1.8 Aufreinigung der FDM durch immobilisierte Metallchelat-Affinitäts-
chromatographie aus E. coli mit und ohne Chaperon-Coexpression 
In diesem Teilkapitel sollte die FDM J3-6xHis über den hinzugefügten 6xHis-Tag mittels 
immobilisierter Metallchelat-Affinitätschromatographie (IMAC) aufgereinigt werden. Als 
erstes erfolgte die grundlegende Etablierung der Methode, d.h. die Auswahl eines IMAC-
Materials und eines Elutionsmittels sowie die Überprüfung des Aufreinigungserfolgs. Da-
nach wurde die Methode optimiert, der Maßstab variiert und die Reproduzierbarkeit getes-
tet. Schließlich wurde mithilfe der optimierten Methode die Ausbeute an reiner FDM aus 
den E. coli Stämmen mit bzw. ohne GroESL-Coexpression (siehe Kapitel 3.1.6) vergli-
chen. Das gereinigte Enzym wurde anschließend für dessen Charakterisierung und zur 
Gewinnung von Methanol und Ameisensäure aus Methan eingesetzt (siehe Kapitel 3.2 und 
3.3). 
Auswahl eines IMAC-Materials und eines Elutionsmittels zur FDM-Aufreinigung 
Zur Aufreinigung der FDM standen eine gängige Ni2+-NTA-Matrix und ein 
Tris(carboxymethyl)ethylendiamin(TED)-basiertes Material zur Verfügung (siehe Kapitel 
Ergebnisse 
79 
 
2.4.1). Die IMAC-Prozedur umfasste einen Bindeschritt, zwei Waschschritte und die Elu-
tion des Zielproteins (ausführliche Beschreibung siehe Kapitel 2.4.1). Um die Bindungs-
stärke zwischen der FDM-6xHis und Ni2+-NTA bzw. Ni2+-TED zu vergleichen, wurde das 
Enzym über beide Materialien zunächst ohne Imidazol im Waschpuffer aufgereinigt; im 
Anschluss wurde die Prozedur erneut mit 10 mM Imidazol im Waschpuffer durchgeführt. 
Die Beobachtungen sind in Tabelle 31 zusammengefasst. Aufgrund der zweizähnigen 
(stärkeren) Bindung von Proteinen durch Ni2+-NTA wurde hier nur mit stringenteren 
Waschbedingungen (10 mM Imidazol) zufriedenstellende Reinheit der Elutionsfraktion 
beobachtet. Bei Ni2+-TED (einzähnige Bindung) führten diese Bedingungen dagegen zum 
Verlust der FDM während der Waschschritte. Wie erwartet war die Interaktion der FDM 
mit Ni2+-TED deutlich schwächer als mit Ni2+-NTA. Ein Teil der FDM band auch während 
des Bindeschritts nicht an die Ni2+-TED-Matrix und wurde im Durchfluss detektiert; es 
war nicht möglich, die Aufreinigung ohne diesen Verlust durchzuführen. Daher wurde 
Ni2+-NTA als bevorzugte Matrix ausgewählt. 
Tabelle 31: Beobachtungen während der Aufreinigung der J3-6xHis über Ni2+-NTA oder Ni2+-
TED ohne/mit 10 mM Imidazol im Waschpuffer. Die Elution wurde durch 250 mM (Ni2+-NTA) 
bzw. 200 mM (Ni2+-TED) Imidazol erreicht. 
 Ni2+-NTA Ni2+-TED 
Waschpuffer                 
0 mM Imidazol  
Unreine FDM in der Elutions-
fraktion 
Reine FDM, Verlust von 
FDM im Durchfluss 
Waschpuffer               
10 mM Imidazol 
Reine FDM, kein Verlust von 
FDM 
Verlust der FDM in den 
Waschschritten 
Die grundlegende Funktionalität des 6xHis-Tags und der Aufreinigungsprozedur wurde 
einerseits durch SDS-PAGE und unspezifische Färbung aller Proteine mit Coomassie un-
tersucht. Der spezifische Nachweis der FDM erfolgte andererseits über einen Immunoblot 
mittels eines Antikörpers gegen den 6xHis-Tag. Abbildung 24 zeigt beispielhaft den 
Rohextrakt und die Elutionsfraktion einer Aufreinigung. Im SDS-Gel ist der Aufreini-
gungserfolg deutlich erkennbar, da das Zellprotein fast vollständig abgereichert wurde und 
nur die Zielbande der FDM bei ca. 44 kDa in der Elutionsfraktion auftrat. Dass es sich bei 
dieser Bande um die FDM J3-6xHis handelt, wurde im Immunoblot nachgewiesen. Das 
Bandenmuster der folgenden Aufreinigungen in Coomassie-gefärbten SDS-Gelen stimmte 
mit dem hier gezeigten überein (siehe Abbildung 25 und Abbildung 26). 
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Abbildung 24: Gel einer SDS-PAGE und Immunoblot (Anti-6xHis-Antikörper) von Rohextrakt 
(RE) und Elutionsfraktion (E) einer Aufreinigung mit Ni2+-TED und 200 mM Imidazol zur Elution. 
Im nächsten Schritt der Methodenentwicklung wurde das Augenmerk auf die Aktivität der 
FDM nach der Aufreinigung gelegt. Bei Vorhandensein von Imidazol in den Elutionsfrak-
tionen wurde bei allen Aufreinigungen und weiteren Tests keine FDM-Aktivität gemessen. 
Um Imidazol zu entfernen und die Inaktivierung aufzuheben, wurden Ultrafiltration 
(MWCO 30 kDa) bzw. Dialyse (MWCO 6-8 kDa) getestet. Keine dieser Methoden konnte 
die FDM-Aktivität wiederherstellen; auch bei anschließender Zugabe von 0,8 mM ZnCl2 
wurde keine Aktivität gemessen. Imidazol scheint also eine irreversible Inhibierung der 
FDM hervorzurufen. 
 
Aus diesem Grund wurde EDTA zur Elution verwendet. EDTA-Konzentrationen von 10, 
50 und 100 mM führten zu Verlusten von 2, 15 bzw. 12% der Aktivität. Die Hemmung 
war reversibel, wie die Abtrennung des EDTA durch Ultrafiltration zeigte. Um die optima-
le EDTA-Konzentration zur Elution der FDM von der Ni2+-NTA-Matrix zu bestimmen, 
wurde hier ein Stufengradient gewählt. Es wurden je zweimal 0,5 Bettvolumen (column 
volume, CV) von 10, 25, 50 und 100 mM EDTA in Puffer auf die Säule gegeben. Im An-
schluss an die Elution wurden die EDTA-Ni2+-Komplexe aus jeder Fraktion sofort durch 
Ultrafiltration (MWCO 30 kDa) entfernt. Die SDS-PAGE zeigte die erfolgreiche Abrei-
cherung der Fremdproteine (siehe Abbildung 25). Die Hauptfraktionen, die FDM enthiel-
ten, waren laut SDS-Gel E5 bis E7 (50 und 100 mM EDTA). Aufgrund der insgesamt ge-
ringen eingesetzten Proteinmenge war nur der Proteingehalt von E6 mit 0,19 g/L quantifi-
zierbar (50 mM EDTA). Diese Fraktion wies eine spezifische Aktivität von 335 U/mg bei 
einem Aufreinigungsfaktor von 23 auf. Die hier detektierte Aktivität entsprach 69% der im 
Ergebnisse 
81 
 
Rohextrakt eingesetzten Gesamtaktivität. Aus dem EDTA-Stufengradienten wurde für das 
optimierte Aufreinigungsprotokoll 50 mM gewählt.  
 
Abbildung 25: Aufreinigung der J3-6xHis über Ni2+-NTA mittels eines EDTA-Gradients [69].  
Der Pfeil zeigt die Größe der J3-6xHis (44,8 kDa) an. RE – Rohextrakt; D – Durchfluss; W1,2 – 
Waschschritt 1 und 2; E1-8 – Elutionsfraktionen 1 bis 8.  
Zusammengefasst wurden für die IMAC zur FDM-Aufreinigung folgende Parameter ge-
wählt: 
- Matrix: Ni2+-NTA 
- Waschschritt 1: 10 mM Imidazol für 8 Säulenvolumen (CV) 
- Waschschritt 2: 10 mM EDTA für 4 CV 
- Eluent: EDTA 
- Konzentration des Eluenten: 50 mM 
- Entfernung der EDTA-Ni2+-Komplexe durch Dialyse sofort nach Elution 
Vergleich der FDM-Aufreinigung aus E. coli BW3110 ohne und mit GroESL-
Coexpression 
Der entwickelte E. coli Stamm BW3110/pJOE-J3-6xHis+pKY206 bildete mit Hilfe von 
GroESL 8,6-mal mehr FDM-Aktivität im Rohextrakt als der vergleichbare Stamm ohne 
Chaperon (vgl. Kapitel 3.1.6). Ob das auf eine erhöhte Menge an FDM-Protein oder auf 
eine höhere spezifische Aktivität des reinen Enzyms zurückzuführen war, wurde durch die 
Aufreinigung der J3-6xHis aus Rohextrakten beider Stämme analysiert. Diese erfolgte 
nach dem entwickelten IMAC-Protokoll. Es wurden je 2,5 mL Ni-NTA mit maximal 
40 mg Gesamtprotein in Form des Rohextrakts beladen. Für beide Stämme wurde eine 
ähnliche Gesamtproteinmenge gewählt, um Unterschiede in der Ausbeute der reinen FDM 
direkt vergleichen zu können. Die Proteinmenge wurde so berechnet, dass das Säulenmate-
rial nach Herstellerangaben nicht überladen wurde (Bindekapazität maximal 5-50 mg/mL 
Perfect Pro Ni-NTA Agarose, www.5prime.com). 
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Die FDM konnte aus beiden Stämmen bis zur Homogenität gereinigt werden (siehe SDS-
PAGE in Abbildung 26). Die spezifische Anreicherung der FDM bei gleichzeitiger Abrei-
cherung des restlichen Zellproteins konnte somit erfolgreich gezeigt werden. Der Hauptan-
teil der FDM wurde wie gewünscht in den Elutionsfraktionen wiedergefunden. Besonders 
hervorzuheben ist die Abtrennung des Chaperons GroESL aus dem Rohextrakt mit dessen 
Coexpression. Dies ist in Form der großen Untereinheit GroEL (ca. 60 kDa) erkennbar. 
Der größte Anteil von GroEL wurde im Durchlauf detektiert, d.h. es band nur schwach an 
die verwendete Ni2+-NTA Matrix. Mit den Waschschritten konnte GroEL vollständig von 
der FDM abgetrennt werden. Die kleine Untereinheit GroES war im SDS-Gel aufgrund der 
geringen Größe (10 kDa) nicht sichtbar. In Kapitel 3.1.6 wurde bereits vermutet, dass die 
FDM unabhängig von einer ATP-Zugabe von GroESL dissoziierte. Dies konnte durch die 
Aufreinigung bestätigt werden. Wären im Rohextrakt größere Mengen an FDM-GroESL-
Komplexe vorhanden, müssten während der Aufreinigungen Fraktionen auftreten, in denen 
beide Proteine vorhanden sind. Da dies nicht der Fall war, konnte die FDM durch die Auf-
reinigungsprozedur ohne zusätzliche ATP-Zugabe vom gesamten Zellprotein inklusive 
GroESL abgetrennt werden. 
 
Abbildung 26: SDS-PAGE der J3-6xHis Aufreinigung durch die etablierte IMAC-Methode aus 
Rohextrakten von E. coli BW3110/pJOE mit  (+) oder ohne (-) Coexpression des Chaperons 
GroESL [72]. 
Der Pfeil markiert die Größe der J3-6xHis (44,8 kDa); die große Untereinheit von GroESL ist bei 
57 kDa sichtbar (*). RE – Rohextrakt; D – Durchfluss; W1,2 – Waschschritt 1 und 2; E – Elutions-
fraktion.  
Der Vergleich der FDM-Reinigung aus Rohextrakten mit und ohne GroESL zeigte deutlich 
höhere FDM-Ausbeuten mit Chaperon-Coexpression (siehe Tabelle 32). Aus 39 mg Ge-
samtprotein im Rohextrakt mit GroESL wurden 4,4 ± 0,86 mg reine FDM J3-6xHis iso-
liert. Dagegen war die Menge an reinem Enzym aus 33 mg Gesamtprotein im Rohextrakt 
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ohne GroESL mit 0,8 ± 0,15 mg deutlich geringer. Dies korrelierte ebenfalls mit der gerin-
geren Gesamtaktivität, die auf die Säule gegeben wurden (siehe Tabelle 32). 
Die spezifische Aktivität der gereinigten FDM war unabhängig vom eingesetzten Rohex-
trakt sehr ähnlich: 275 U/mg (+GroESL) und 224 U/mg (-GroESL). Die etwas geringere 
Aktivität bei Verwendung des Rohextrakts ohne GroESL ist auf etwas höhere verbleibende 
Verunreinigungen zurückzuführen, wie im SDS-Gel ersichtlich war. Wie erwartet hatte das 
Vorhandensein der Chaperone keinen Einfluss auf das reine Enzym. Die höhere Aktivität 
im Rohextrakt mit GroESL ist auf die höhere Menge an FDM zurückzuführen. Damit kann 
auch der geringere Aufreinigungsfaktor für den Ansatz mit GroESL erklärt werden: je hö-
her der Anteil des Zielproteins am Gesamtprotein im Rohextrakt bereits ist, desto weniger 
Fremdprotein muss abgereichert werden.  
Tabelle 32: Aufreinigung der J3-6xHis über das etablierte IMAC-Protokoll aus Rohextrakten von 
E. coli BW3110/pJOE mit  (+) oder ohne (-) Coexpression des Chaperons GroESL [72]. 
Die Daten zeigen Mittelwerte mit Standardabweichungen von je zwei unabhängigen Aufreini-
gungsläufen. 
  Gesamt-protein 
[mg] 
Gesamt-
aktivität  
[U] 
Spez. Ak-
tivität 
[U/mg] 
Ausbeute  
 
[%] 
Aufreini-
gungsfaktor 
 +
 G
ro
E
SL
 
Rohextrakt 39 4350 110 100 - 
IMAC 4,4 ± 0,9 1194 ± 97 275 ± 32 27 ± 2 2,5 ± 0,3 
 - 
G
ro
E
SL
 
Rohextrakt 33 704 21 100 - 
IMAC 0,8 ± 0,2 179 ± 36 224 ± 2 25 ± 5 11 ± 0,1 
Die beschriebene FDM-Aufreinigung aus Rohextrakten von E. coli BW3110/pJOE-J3-
6xHis+pKY206 [65] ermöglichte die Präparation ausreichend großer Mengen an FDM für 
die folgende Charakterisierung und Anwendung des Enzyms und wurde publiziert [65]. 
3.1.9 Direkter Vergleich zwischen den aufgereinigten Enzymen FDM F61 und J3 
Um die Aktivitäten der gereinigten FDM-Varianten aus P. putida F61 und J3 vergleichen 
zu können, wurde auch die FDM F61 exprimiert und aufgereinigt. Die Klonierung der fdm 
F61 war in Vorarbeiten erfolgt [24]. In der vorliegenden Arbeit wurde die fdm F61 mittels 
der Primer 16 und 17 (Tabelle 12) amplifiziert und in pJOE5940.1 kloniert (Durchführung 
wie für fdm J3 beschrieben). Das Plasmid pJOE-F61-6xHis wurde identisch zur Vorge-
hensweise für die FDM J3-6xHis in E. coli BW3110 eingebracht, das Enzym exprimiert 
und aufgreinigt (ohne Chaperon-Coexpression, siehe Kapitel 3.1.4 und 3.1.8). Für die ge-
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reinigte FDM F61 wurde eine spezifische Aktivität von 260 U/mg bei einem Aufreini-
gungsfaktor von 12 gemessen. Damit war diese vergleichbar zur Aktivität der FDM J3-
6xHis von 224 U/mg (ohne GroESL, siehe Tabelle 32). 
3.2 Charakterisierung der FDM zur Gewinnung von Methanol 
Nach der Expression und Reinigung der Dismutase (s. Kapitel  3.1) konnte deren Charak-
terisierung für die geplante Anwendung durchgeführt werden. Zunächst wurde die Lager-
stabilität der FDM in eingefrorenen E. coli-Zellen, im Rohextrakt und nach Aufreinigung 
evaluiert. Danach wurden grundlegende Charakteristika wie ihre 3D-Struktur, die Stöchi-
ometrie sowie Temperatur- und pH-Abhängigkeit der Dismutationsreaktion untersucht. Im 
größten Teilkapitel wurde die Enzymkinetik der Dismutationsreaktion durch die FDM be-
trachtet. Zuerst wurden die katalytischen Parameter vmax, Km und kcat bestimmt und die 
Toleranz der FDM gegenüber Formaldehyd getestet. Anschließend wurde die Reversibili-
tät der Produkthemmung durch Methanol und Ameisensäure nachgewiesen. Es folgte die 
Bestimmung des Hemmungstyps durch Methanol und Ameisensäure getrennt voneinander, 
sowie die Berechnung und Fehlerbetrachtung der Inhibierungskonstanten Ki. Außerdem 
wurde die Inhibierung der FDM bei gleichzeitiger Anwesenheit von Methanol und Amei-
sensäure untersucht. Zuletzt wurden das Reaktionsnetzwerk und die resultierende Ge-
schwindigkeitsgleichung für die FDM-Reaktion aufgestellt. 
3.2.1 Lagerstabilität der FDM 
Die Lagerstabilität eines Enzyms spielt im Hinblick auf seine technische Einsetzbarkeit 
eine große Rolle. Um einen unerwünschten Aktivitätsverlust zu vermeiden, muss die La-
gerfähigkeit während des Herstellungsprozesses bekannt sein. Für die FDM wurden daher 
verschiedenen Möglichkeiten der Lagerung während des Expressions- und Aufreinigungs-
vorgangs getestet. 
Zunächst wurde ihre Stabilität in geernteten E. coli Zellpellets bei Lagerung bei -20 °C 
analysiert. An Tag 0 wurden die Zellen direkt aufgeschlossen und die Aktivität analysiert. 
Die restliche Kulturbrühe wurde in mehrere Aliquots aufgeteilt und bei -20 °C eingefroren, 
sodass zu verschiedenen Zeitpunkten einzelne Aliquots entnommen werden konnten. An 
mehreren Tagen (siehe Abbildung 27) wurden Zellen aufgetaut und über Homogenisation 
(Tag 0) bzw. Ultraschallbehandlung (Tag 5 bis 102) aufgeschlossen (Aufschlussmethoden 
siehe Kapitel 2.2.7 und 2.2.5). 
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Nach 102 Tagen Lagerung bei -20 °C war kein Aktivitätsverlust feststellbar (siehe Abbil-
dung 27). Zudem war die Aktivität der Dismutase aus eingefrorenen Zellen (Tage 5 bis 
102) vergleichbar zu derjenigen an Tag 0, an welchem Zellen frisch aus der Kultivierung 
verwendet wurden. Die FDM-Aktivität blieb also bei Einfrieren vollständig erhalten. Für 
alle weiteren Experimente wurden daher entweder Zellen direkt nach Zellernte oder zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach Einfrieren der Zellpellets verwendet. 
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Abbildung 27: Relative Volumenaktivität der FDM-J3 nach Zellaufschluss durch Homogenisation 
(Tag 0) oder Ultraschall (Tag 5-102).  
An Tag 0 wurden frisch geerntete Zellen verwendet; an Tag 5 bis 102 wurden jeweils eingefrorene 
Aliquots aufgetaut. Der 100%-Wert entspricht 66,4 U/mL. 
Neben der Lagerfähigkeit der FDM in geernteten Zellen war diejenige in Rohextrakten 
nach Zellaufschluss von Interesse (Herstellung der Rohextrakte siehe Kapitel 2.2.6). Ein 
Rohextrakt von E. coli BW3110/pJOE-J-6xHis wurde bei 4 °C gelagert und über 76 Tage 
immer wieder auf dessen Aktivität hin überprüft (Abbildung 28A). Derselbe Rohextrakt 
wurde lyophilisiert (s. Kapitel 2.4.6) und bei 4 °C gelagert (Abbildung 28A).  
Alternativ wurde der Rohextrakt bei -20 °C gelagert (Abbildung 28B). Dazu wurde der 
Rohextrakt entweder schockgefroren in flüssigem Stickstoff (N2) oder direkt bei -20 °C 
eingelagert; alle so eingefrorenen Aliquots wurden vor Messung der Aktivität entweder 
langsam bei Raumtemperatur (RT) oder bei 37 °C im Wasserbad aufgetaut.  
Bei Lagerung bei 4 °C blieb die FDM-Aktivität bis Tag 18 nahezu konstant, d.h. über 
18 Tage war die FDM im Rohextrakt unverändert aktiv (Abbildung 28A). Bis zum nächs-
ten Messpunkt an Tag 32 fiel die Aktivität auf 69% ab. Dies ging einher mit einer Trübung 
des zuvor klaren Rohextrakts. Die Aktivität sank bis zum letzten Messpunkt an Tag 76 auf 
20%. Das Enzym erwies sich damit als erstaunlich stabil. 
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Abbildung 28: A – Lagerung eines J3-6xHis enthaltenden Rohextrakts von E. coli BW3110 und 
des daraus hergestellten Lyophilisats bei 4 °C. B – Lagerung desselben Rohextrakts bei -20 °C 
nach Schockfrieren in flüssigem Stickstoff (N2) oder ohne Schockfrieren (---); die eingefrorenen 
Proben wurden entweder im Wasserbad bei 37 °C oder Raumtemperatur (RT) aufgetaut. [73] 
Für die Lyophilisierung wurde der Rohextrakt zunächst in flüssigem Stickstoff schockge-
froren; das Lyophilisat wurde anschließend bei 4 °C gelagert. Nach 6 Tagen wurde eine 
Restaktivität von 73% gemessen. Innerhalb der folgenden 58 Tage sank die Aktivität um 
weitere 9%, d.h. nach insgesamt 64 Tagen waren noch 64% der initialen Aktivität nach-
weisbar. 
Alternativ zur Lagerung bei 4 °C im Rohextrakt oder in Form des Lyophilisats wurde der 
Rohextrakt bei -20 °C in gefrorener Form eingelagert. Einfrieren des Rohextrakts resultier-
te hier in Restaktivitäten von 64 bis 76% bei Messung der Aktivitäten am selben Tag des 
Einfrierens (Abbildung 28b). Innerhalb drei weiterer Tage fiel die Aktivität auf 30 bis 49% 
stark ab. Im Anschluss verlangsamte sich die Inaktivierung bis zum 35. Tag, an welchem 
noch 4 bis 18% der Aktivität zu messen waren. Schockfrieren des Rohextrakts resultierte 
in etwas höheren Restaktivitäten über den betrachteten Zeitraum als das langsame Einfrie-
ren ohne diesen Schritt. Die Auftaumethode vor Messung der Aktivität (Wasserbad 37 °C 
vs. Raumtemperatur) hatte keinen Einfluss auf die Restaktivität.  
Im Vergleich der Lagerung des Rohextrakts bei 4 °C oder -20 °C zeigte sich eine gute La-
gerfähigkeit bei 4 °C, auch ohne stabilisierende Agenzien. Der Vorgang des Einfrierens 
resultierte in großen Verlusten der Aktivität. Dieser Effekt zeigte sich auch beim Lyophili-
sieren des Rohextrakts (s. Abbildung 28A). In allen Fällen, in denen der Rohextrakt einge-
froren wurde, sank die Aktivität um ca. ein Viertel ab. 
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Die Charakterisierung und Anwendung der FDM erfolgten meist mit gereinigter FDM 
(Aufreinigung siehe Kapitel 2.4.1), sodass die Lagerfähigkeit der gereinigten FDM unter-
sucht werden musste. Zum einen wurde die gereinigte J3-6xHis in 100 mM Phosphatpuf-
fer, pH 7 bei 4 °C gelagert (Abbildung 29A) und andererseits in 100 mM Phosphatpuffer, 
pH 8 und Zusatz von 50% Glyzerin bei -20 °C (Abbildung 29B).  
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Abbildung 29: Lagerung der gereinigten FDM J3-6xHis (0,2 g/L) in 100 mM Phosphatpuffer, pH 
7 bei 4 °C [69] (A) und in 100 mM Phosphatpuffer, pH 8 + 50% Glyzerin bei -20 °C (B). Die 
100%-Werte entsprechen: A – 337 U/mg; B (▲, 0,2 g/L) – 205 U/mg; B (●, 1,1 g/L) – 236 U/mg. 
Bei Lagerung der gereinigten J3-6xHis bei 4 °C in einer Konzentration von 0,2 g/L nahm 
die spezifische Aktivität innerhalb des ersten Tages sprunghaft um ein Viertel ab. Die wei-
tere Abnahme der Aktivität verlief annähernd linear und nach 7 Tagen war noch 53% der 
initialen Aktivität messbar. Nach insgesamt 13 Tagen waren noch 43% der anfänglichen 
spezifischen Aktivität vorhanden. Als gereinigtes Enzym ohne Zusatz von stabilisierenden 
Agenzien wies die FDM J3 eine zufriedenstellende Aktivität auf. Das Einfrieren des gerei-
nigten Enzyms in Puffer resultierte in vollständigem Aktivitätsverlust (nicht gezeigt). Bes-
ser lagerfähig war die FDM mit Zusatz von 50% Glyzerin bei -20°C. Beispielhaft zeigt 
Abbildung 29B die Aktivität eines gereinigten FDM-Präparats über 166 Tage. Während 
dieser Zeit blieb die spezifische Aktivität konstant. Diese Lagermethode eignete sich damit 
sehr gut für die FDM und wurde zur Langzeitlagerung des gereinigten Enzyms eingesetzt. 
3.2.2 Primär-, Sekundär- und Quartärstruktur der gereinigten FDM J3-6xHis 
Wie in Kapitel 4.1 erläutert, stimmt die DNA-Sequenz der FDM J3 sehr gut mit derjenigen 
aus P. putida F61 überein (15 Nukleotide Unterschied auf insgesamt 1200 bp). Übersetzt 
in die Aminosäuresequenz ergibt sich ein Unterschied an Position 156 (Glu in F61 vs. Ala 
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in J3, siehe Anhang). Zur weiteren Charakterisierung der FDM J3 wurde diese im Hinblick 
auf ihre Primär-, Sekundär- und Quartärstruktur untersucht.  
Für die FDM J3-6xHis wurde aus der Aminosäuresequenz ein Molekulargewicht pro Un-
tereinheit von 43,75 kDa und ein isoelektrischer Punkt (pI) von 5,75 berechnet 
(http://web.expasy.org/compute_pi/, abgerufen am 7.12.2016). Die Größe einer Unterein-
heit wurde aus zwei unabhängigen SDS-Gelen anhand der Rf-Werte und Kalibrierung (sie-
he Anhang) über einen Größenstandard abgeschätzt und ergab sich zu 45,55 ± 1,61 kDa. 
Dies stimmt sehr gut mit dem theoretisch berechneten Wert überein. Die Variante aus F61 
besitzt ein theoretisches Molekulargewicht von 43,80 kDa und einen pI von 5,66. Laut 
Literatur liegt das Molekulargewicht der FDM F61 bei 44 kDa pro Untereinheit [25] und 
das der homologen FDM J3 bei 43 kDa [9]. 
Die Verteilung der Sekundärstrukturen im FDM-Molekül wurde über CD-Spektroskopie 
analysiert (siehe Kapitel 2.4.7). Die Elliptizität zur Charakterisierung auftretender Sekun-
därstrukturen ist in Abbildung 30 für den Wellenlängenbereich von 190 bis 240 nm ge-
zeigt. Mithilfe des „Solver“-Tools in Microsoft Excel wurde (siehe Kapitel 2.4.7) an die 
experimentellen Daten angepasst. Aus den spezifischen Spektren für jedes Sekundärstruk-
turelement wurden für die FDM J3-6xHis 43% α-Helices, 7% β-Faltblätter, 25% Schleifen 
und 25% Random-Coil berechnet. Der hohe Anteil an Helices und der geringe Anteil an 
Faltblättern sind kennzeichnend für kompakte, globuläre Proteine. In der veröffentlichten 
Röntgenstruktur der FDM F61 [32] ist dies ebenfalls erkennbar (PDB-Identifier: 2dph).  
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Abbildung 30: CD-Spektrum der gereinigten FDM J3-6xHis.  
Der Fit wurde durch Anpassung von an die experimentellen Daten mithilfe des „Solver“-Tools in 
Microsoft Excel erstellt. 
Zur Überprüfung der strukturellen Integrität der gereinigten FDM J3-6xHis wurde eine 
Native PAGE als „BlueNative PAGE“ durchgeführt (siehe Abbildung 31). Damit kann 
zudem die Größe des nativen Proteinkomplexes abgeschätzt werden. Das Enzympräparat 
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wurde mit dem Farbstoff Coomassie-Brillant Blau versetzt, um eine negative Ladung an 
der Oberfläche des nativen Enzyms und Migration zur Kathode zu erreichen.  
Im Gel ist eine Bande bei ungefähr 200 kDa erkennbar. Dies spricht dafür, dass die FDM 
in nur einem oligomeren Zustand vorliegt. Monomere auf Höhe von ca. 45 kDa sind nicht 
erkennbar. Die strukturelle Integrität kann deshalb als hoch beurteilt werden. Ein Monomer 
der FDM J3-6xHis besitzt ein Molekulargewicht von 45,55 kDa (siehe oben). Theoretisch 
weist die Größe von ca. 200 kDa auf ein Tetramer oder ein Pentamer hin. Allerdings ist die 
Größenbestimmung durch BlueNative PAGE nicht notwendigerweise exakt. Das Laufver-
halten der nativen Proteine hängt hier nicht nur von ihrem Molekulargewicht, sondern auch 
ihrer 3D-Struktur ab. Daher lag für die FDM J3 wie bei der in der Literatur beschriebenen 
FDM F61 ein Homotetramer nahe [25]. 
 
Abbildung 31: BlueNative PAGE der gereinigten FDM J3-6xHis zur Untersuchung der Quar-
tärstruktur [74].  
3.2.3 Dismutationsmechanismus der FDM 
Um den Dismutationsmechanismus für das gereinigte Enzym zu bestätigen, wurde die Stö-
chiometrie der katalysierten Reaktion mit Formaldehyd als Substrat, ohne Zugabe von 
Cofaktor NAD(H) betrachtet. Dazu wurden die umgesetzten Formaldehydkonzentrationen 
und die gebildeten Formiat- und Methanolkonzentrationen mehrerer Reaktionen gegen-
übergestellt (siehe Abbildung 32). Alle Konzentrationen wurden über die etablierte HPLC-
Methode (siehe Kapitel2.5.5) gemessen. Bei einem Dismutationsmechanismus liegt das 
molare Verhältnis von Formaldehydverbrauch zu Formiat- und Methanolbildung bei 2:1:1 
und die Reaktion läuft ohne die Zugabe von externem Cofaktor ab.  
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Die Abweichung des gebildeten Formiats von der theoretisch möglichen Konzentration lag 
bei den vier abgebildeten Reaktionen bei maximal 7%. Im Rahmen der Messgenauigkeit 
konnten daher die Literaturdaten bestätigt werden. Die Methanolkonzentration konnte bei 
den Reaktionen 3 und 4 quantitativ bestimmt werden (vgl. Bestimmungsgrenze, Kapitel 
2.5.5). Hier lag die Abweichung zwischen gemessener und theoretischer Konzentration bei 
maximal 5%. Auch dies entsprach der Literatur. Die gebildete Methanolkonzentration war 
quantifizierbar, wenn der Formaldehydumsatz > 27 mM war.  
Zusammen mit der Unabhängigkeit der Reaktion von externem Cofaktor NAD(H) konnte 
die Dismutation für die heterologe FDM J3 mit 6xHis-Tag gezeigt werden. Sie katalysierte 
demnach dieselbe Reaktion wie die aus P. putida J3 isolierte FDM [9]. 
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Abbildung 32: Gegenüberstellung von Formaldehydverbrauch und Formiat- und Methanolbildung 
mehrerer unabhängiger Reaktionen innerhalb von 5 min Reaktionszeit zur Bestätigung des vermu-
teten Dismutationsmechanismus‘ [63]. Nicht-quantifizierbare Methanolkonzentrationen sind durch 
(*) markiert. 
3.2.4 Temperatur- und pH-Abhängigkeit der FDM-Reaktion 
Zur Bestimmung des Optimums der Enzymaktivität wurde die FDM-Aktivität bei ver-
schiedenen Temperaturen und pH-Werten gemessen (Abbildung 33A und B). Die Reaktio-
nen wurden wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben in Doppelbestimmung durchgeführt. Für die 
pH-Abhängigkeit wurde ein Dreikomponentenpuffer verwendet, der den gesamten unter-
suchten pH-Bereich abdeckt. So wurde eine Änderung der Aktivität aufgrund unterschied-
licher Pufferkomponenten vermieden. Die spezifische Aktivität wurde als lineare Formiat-
zunahme innerhalb der ersten 3 min der Reaktion bezogen auf die eingesetzte Enzymkon-
zentration definiert. 
Zwischen 45 und 60 °C änderte sich die FDM-Aktivität nur wenig. Der insgesamt höchste 
Wert wurde bei 45 °C gemessen. Darunter fiel die Aktivität annähernd linear ab. Bei der 
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niedrigsten Temperatur von 25 °C waren noch 21% der höchsten Aktivität vorhanden. 
Überhalb von 60 °C fiel die Aktivität ebenfalls stark ab; bei 70 °C waren noch 13% der 
Aktivität vorhanden. Weitere Experimente wie die enzymkinetische Charakterisierung der 
FDM in Kapitel 3.2.5 wurden beim Temperaturoptimum von 45 °C durchgeführt. 
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Abbildung 33: Abhängigkeit der FDM-Reaktion von Temperatur [74] (A) und pH-Wert [63] (B).  
Die spezifische Aktivität wurde aus der initialen Formiatzunahme innerhalb der ersten 3 min der in 
Doppelbestimmung durchgeführten Reaktionen berechnet. 
Die Form der pH-Abhängigkeitskurve unterschied sich deutlich von der Temperaturabhän-
gigkeitskurve. Das Maximum lag bei pH 8 und die Aktivität fiel bei höheren und niedrige-
ren pH-Werten steil ab. Schon bei pH 7 betrug die Aktivität nur noch 58% des Maximums 
und bei pH 4 und 5 wurde keine Aktivität mehr gemessen. Die weitere Charakterisierung 
der FDM erfolgte bei pH 8. 
3.2.5 Produktinhibierung der FDM durch Methanol und Ameisensäure 
Zur Auslegung von Enzymprozessen ist die Kenntnis des kinetischen Verhaltens der betei-
ligten Enzyme notwendig. Die Natur und das Ausmaß von auftretenden Inhibierungsphä-
nomenen durch Substrat(e) und Produkt(e) bestimmen die Grenzen des Prozesses im Hin-
blick auf tolerierbare Substrat- und Produktkonzentrationen. Daraus kann auch auf die 
Notwendigkeit für effiziente Produktabtrennungsmethoden geschlossen werden. Mithilfe 
eines solchen Modells kann die Enzymreaktion simuliert und ein Prozess ausgelegt und 
optimiert werden.  
Diesbezüglich war das Ziel in dieser Arbeit, die Umsetzung einer Formaldehydlösung aus 
der Methan-Partialoxidation abbilden zu können. Dafür sollte in den folgenden Abschnit-
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ten zunächst das passende enzymkinetische Modell bereitgestellt werden. Dieses wurde in 
Kapitel 3.3.2 herangezogen und erweitert, um die Reaktion zu modellieren.  
Aus parallel zu dieser Arbeit durchgeführten Experimenten [31] war eine inhibierende 
Wirkung der Produkte Methanol und Ameisensäure vermutet worden. Diese Produkthem-
mung sollte in den folgenden Abschnitten näher untersucht werden. 
Im ersten Schritt wurden die enzymkinetischen Parameter vmax, Km und kcat nach Michae-
lis-Menten bestimmt. Zur Berechnung der Parameter aus der initialen Reaktionsgeschwin-
digkeit bei verschiedenen Substratkonzentrationen wurden verschiedene lineare und nicht-
lineare Regressionsverfahren verglichen. 
Anschließend wurde die Reversibilität bzw. Irreversibilität der Produkthemmung analy-
siert, um eine passende Modellierung zu ermöglichen. In diesem Zusammenhang wurde 
auch der Effekt der Produkte auf die Quartärstruktur der FDM untersucht. 
Im Hauptteil dieses Abschnitts wird die Produkthemmung mathematisch beschrieben. Da-
für wurde die initiale Reaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit verschiedener Substrat- 
und Produktkonzentrationen gemessen. In das finale Modell gingen auch die eingangs er-
mittelten Parameter Km und kcat ein. Das vollständige Modell soll die Reaktion bei den 
jeweils momentanen Methanol- und Ameisensäurekonzentrationen abbilden. 
3.2.5.1 Michaelis-Menten-Kinetik zur Bestimmung von vmax, Km und kcat 
Die durch die FDM katalysierten Reaktionen folgen einem Ping-Pong-Mechanismus [25]. 
Abbildung 34 zeigt die Cleland-Schreibweise einer allgemeinen Ping-Pong-Reaktion mit 
den Substraten A und B und den Produkten P und Q. Das Enzym wird durch die Reaktion 
abwechselnd in seine Formen E und F überführt. 
 
Abbildung 34: Cleland-Schreibweise für einen allgemeinen Ping-Pong-Mechanismus [61].  
A, B – Substrat; P, Q – Produkte; E, F – Enzym in zwei unterschiedlichen Zuständen. 
Für die Dismutationsreaktion von Formaldehyd durch die FDM kann diese Schreibweise 
angepasst werden mit A = B = Formaldehyd (FA), P = Methanol (M) und Q = Ameisen-
säure (A). Die beiden Formen des Enzyms sind hier die oxidierte und reduzierte Form des 
festgebundenen NAD-Cofaktors (Eox und Ered).  
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Abbildung 35: Cleland-Schreibweise für den Ping-Pong-Mechanismus der Formaldehyd-
Dismutation durch die FDM (angepasst nach [61]).  
FA – Formaldehyd; M – Methanol; A – Ameisensäure; Ered/ox – FDM mit reduziertem/oxidiertem 
NAD-Cofaktor. 
Anhand der Cleland-Schreibweise lässt sich für einen allgemeinen Ping-Pong-
Mechanismus die in Formel 12 dargestellte Geschwindigkeitsgleichung ableiten. 
v0=
[A][B]*kcat*[E0]
KmB[A]+KmA[B]+[A][B]
 
Formel 12: Geschwindigkeitsgleichung für einen allgemeinen Ping-Pong-Mechanismus mit Subs-
traten A und B [61]. KmA und KmB bilden die Affinität des Enzyms zu Substrat A bzw. B ab.  
Im Falle der Dismutation handelt es sich bei A und B jeweils um Formaldehyd. Die Oxida-
tionsteilreaktion (FA  A) kann nur mit hydratisiertem Aldehyd erfolgen (siehe Kapitel 
1.2.1 [3]). Die Reduktionsteilreaktion (FA  M) lässt die hydratisierte und die freie Alde-
hyd-Form zu (gezeigt anhand der Crossdismutationsexperimente [3]). Theoretisch sind 
also unterschiedliche Km-Werte für beide Teilreaktionen möglich. Experimentell lässt sich 
nicht direkt feststellen, welche Form an das Enzym bindet. Formaldehyd liegt allerdings zu 
fast 100% als Hydrat vor und das Vorliegen der Aldehyd-Form kann nicht gesteuert wer-
den. Aus der Crossdismutation von Formaldehyd und Propionaldehyd schlussfolgerten 
Kato et al., dass in Oxidations- und Reduktionsteilreaktion immer die hydratisierte Form 
des Formaldehyds bindet [3]. Durch Einsetzen von A = B = FA und KmA = KmB = KmFA 
vereinfacht sich Formel 12 zu Formel 13. Der apparente Kmapp entspricht 2 KmFA, da der 
vollständige Reaktionszyklus zweimal das Binden von Formaldehyd an das Enzym bein-
haltet. 
v0=
[FA][FA]*kcat*[E0]
KmFA [FA]+KmFA[FA]+[FA][FA]
=
[FA]*kcat*[E0]
2*KmFA+[FA]
 
→ v0=
[FA]*kcat*[E0]
Kmapp+[FA]
 
Formel 13: Geschwindigkeitsgleichung für die Dismutation von Formaldehyd durch die FDM. 
In der Praxis kann der apparente Kmapp für die Beschreibung der Formaldehyd-Dismutation 
verwendet werden, da ein Reaktionszyklus makroskopisch aus zwei Formaldehyd-
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Umsetzungen besteht. Soll allerdings der Km-Wert gegenüber Formaldehyd mit demjeni-
gen gegenüber einem alternativen Aldehyd/Alkohol verglichen werden (Crossdismutation 
oder Alkohol:Aldehyd-Redoxreaktion, siehe Kapitel 1.2.1), muss KmFA betrachtet werden. 
In diesem Fall müssen die Km-Werte der beiden Teilreaktionen einzeln gegenübergestellt 
werden. 
Um die Parameter kcat und Kmapp zu bestimmen, wurde die Anfangsgeschwindigkeit v0 in 
Form der linearen Formiatzunahme (R² ≥ 0,96) abhängig von der Substratkonzentration 
gemessen (siehe Kapitel 2.5.5). . Die Pufferkapazität wurde dabei immer so gewählt, dass 
die gebildete Formiatkonzentration den pH-Wert nicht signifikant verändert (Berechnung 
nach Hendersson-Hasselbalch, siehe Kapitel 2.5.3). Die Anfangssteigung in Form der spe-
zifischen Aktivität (v0) wurde für jede Formaldehydkonzentration (cS) in Doppelbestim-
mung gemessen. Die Mittelwerte mit Standardabweichungen sind in Abbildung 36 als Mi-
chaelis-Menten-Diagramm gezeigt.  
Der Verlauf der spezifischen Aktivität bis 1,33 M Formaldehyd lässt einen typischen Ver-
lauf einer Michaelis-Menten-Kinetik vermuten. Bei höheren Formaldehydkonzentrationen 
sank die Aktivität ab; bei 2,67 und 3,33 M Formaldehyd wurde kein Produkt mehr gebil-
det. Dies deutete auf eine Substratüberschussinhibierung oder Inaktivierung der FDM bei 
Formaldehydkonzentrationen ≥ 2 M hin.  
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Abbildung 36: Michaelis-Menten-Kinetik der FDM-Reaktion, dargestellt als Anfangssteigung der 
Formiatbildung (spez. Akt., v0) in Abhängigkeit der vorgelegten Formaldehydkonzentration (cS) 
[74].  
Lineare Zunahme von Formiat war in den ersten 1,5 bis 3 min der Reaktion zu beobachten. Es sind 
Mittelwerte mit Standardabweichungen der Doppelbestimmungen gezeigt.  
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Zur Berechnung der kinetischen Parameter Kmapp und vmax kamen verschiedene Auswer-
tungsmethoden in Frage, die alle ihre Vor- und Nachteile haben. Zunächst wurden ver-
schiedene gängige Linearisierungsverfahren angewendet, gefolgt von nicht-linearer Re-
gression zur Anpassung der klassischen Michaelis-Menten-Gleichung an den Kurvenver-
lauf. Außerdem wurde die Haldane-Gleichung mit Term für die Substratüberschussinhibie-
rung über nicht-lineare Regression angepasst. Alle Methoden werden im Folgenden ge-
genübergestellt und schließlich in Tabelle 33 zusammengefasst. Die Verfahren werden in 
Kapitel 4.4 bewertet. 
Allen Linearisierungsverfahren ist die Modifikation der Michaelis-Menten-Gleichung ge-
mein, um einen linearen Zusammenhang zwischen Ordinaten- und Abszissengröße zu er-
halten. Aus den Schnittpunkten mit den Achsen bzw. der Steigung der Ausgleichsgeraden  
lassen sich Kmapp und vmax bestimmen. In dieser Arbeit wurden die Verfahren nach Line-
weaver-Burk, Hanes-Woolf und Eadie-Hofstee sowie die integrierte Michaelis-Menten-
Gleichung gewählt und verglichen (siehe Abbildung 37). Die ersten drei Methoden bezie-
hen Messwerte bei verschiedenen cS ein; die integrierte Michaelis-Menten-Gleichung er-
rechnet sich aus dem Zeitverlauf bei einer einzelnen Substratkonzentration (hier beispiel-
haft 0,03 M). Bei Lineweaver-Burk- und Hanes-Woolf-Plot werden Messwerte (v0) über 
der eingestellten Substratkonzentration aufgetragen, so dass die Ordinaten-Werte als Mit-
telwerte mit Standardabweichungen aufgetragen wurden. Beim Eadie-Hofstee-Plot und der 
integrierten Michaelis-Menten-Gleichung werden auch auf der Abszisse Messwerte (v0 
und cFA(t)) aufgetragen, so dass sowohl Abszissen- als auch Ordinaten-Werte als Mittel-
werte mit Standardabweichungen aufgetragen wurden. Die ermittelten Werte für Kmapp und 
vmax sowie die Korrelationskoeffizienten der Trendlinien sind in Tabelle 33 auf Seite 98 
dargestellt. 
Bei der bekanntesten Linearisierungsmethode nach Lineweaver-Burk wird 1/v0 über 1/cS 
aufgetragen (doppelt-reziprok). In Abbildung 37A sind diese Werte für Formaldehydkon-
zentrationen bis 2,33 M gezeigt. Wie schon aus der direkten Auftragung (v0 über cS) zu 
vermuten war, ist auch hier die Hemmung der FDM durch Formaldehyd erkennbar: 1/v0 
wird bei cS > 1,33 M (1/cS < 0,75) größer als ohne Inhibierung zu erwarten wäre; 1/v0 ver-
läuft bei einer Substrathemmung asymptotisch gegen die y-Achse. Die lineare Ausgleichs-
gerade zur Bestimmung von Kmapp und vmax wurde dementsprechend nur aus den Werten 
bei nicht-inhibierenden Formaldehydkonzentrationen berechnet (cS ≤ 1,33 M, R² = 0,976), 
genauso wie für die weiteren Linearisierungsverfahren.  
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Die Verfahren nach Hanes-Woolf und Eadie-Hofstee ergaben Trendlinien mit R² = 0,987 
bzw. R² = 0,890. Die integrierte Michaelis-Menten-Gleichung lieferte für alle cS-Werte 
nicht den erwarteten Kurvenverlauf (siehe Abbildung 37D für 0,03 M Formaldehyd). Die-
se Linearisierung schien hier nicht anwendbar. 
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Abbildung 37: Anwendung der Linearisierungsverfahren nach Lineweaver-Burk [74] (A), Hanes-
Woolf [74] (B) und Eadie-Hofstee (C) und Verwendung der integrierten Michaelis-Menten-
Gleichung (D) zur Berechnung von Kmapp und vmax für die FDM.  
(A) zeigt die Messwerte für cFA  ≤ 2,33 M, die Trendlinie wurde für cFA ≤ 1,33 M erstellt (▪); die rot 
markierten Punkte (▪) unterlagen der Substrathemmung und wurden bei der linearen Regression 
nicht berücksichtigt. Zur besseren Sichtbarkeit der rot markierten Punkte wurde eine Achsenunter-
brechung eingeführt. (B) und (C) zeigen nur Werte für cFA ≤ 1,33 M. (D) ist beispielhaft berechnet 
für cFA = 0,03 M. Die gestrichelte Gerade in (D) zeigt deren erwarteten Verlauf. Es sind Mittelwer-
te mit Standardabweichungen der Doppelbestimmungen gezeigt. Die ermittelten Parameter und 
Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 33 zusammengefasst. 
Die nicht-lineare Regression zur Anpassung der Michaelis-Menten- bzw. Haldane-
Gleichung an die Messdaten wurde mit der Software Origin Pro 9.1 durchgeführt (siehe 
Abbildung 38). Die Michaelis-Menten-Gleichung bezieht sich auf die einfache Kinetik 
ohne jegliche Inhibierung, daher wurden hier die Daten bis 1,33 M Formaldehyd gewählt. 
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Die Haldane-Kinetik enthält einen Term für Substratüberschussinhibierung, so dass dafür 
Messdaten bis 2,33 M Formaldehyd einbezogen wurden. 
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Abbildung 38: Anpassung der Michaelis-Menten-Gleichung [74] (A) und der Haldane-Gleichung 
mit Term für die Substratüberschussinhibierung (B) über nicht-lineare Regression.  
Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der Doppelbestimmungen gezeigt. Die ermittelten 
Parameter und Korrelationskoeffizienten sind in Tabelle 33 zusammengefasst. 
Die nicht-lineare Anpassung der Michaelis-Menten-Gleichung an die Messwerte von v0 bis 
1,33 M Formaldehyd zeigte eine hohe Korrelation zwischen Ordinaten- und Abszissenwer-
ten (R² = 0,994); es wurden die kinetischen Parameter vmax = 2770 U/mg und Kmapp = 
0,544 M berechnet. 
Der Korrelationskoeffizient bei Verwendung von cS bis 2,33 M für die nicht-lineare An-
passung der Michaelis-Menten-Gleichung war niedrig (R² = 0,777, nicht gezeigt). Die er-
mittelten Werte für Kmapp und vmax wichen stark von denjenigen der anderen Auswertungs-
verfahren ab. 
Zuletzt wurde die Haldane-Gleichung mit Term für die Substratüberschussinhibierung 
(cS²/KiS) an den cS-Bereich bis 2,33 M angepasst (Abbildung 38B). Die Korrelation war 
auch hier gering (R² = 0,757) und Kmapp und vmax glichen denjenigen der angepassten Mi-
chaelis-Menten-Gleichung bis 2,33 M Formaldehyd. Der ermittelte Wert für KiS lag bei 
2,6*1020 M. Die Größenordnung dieses Parameters war nicht realistisch, was in Kapitel 4.3 
ausführlicher diskutiert wird. 
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Tabelle 33: Zusammenfassung der verwendeten Auswertungsmethoden der Michaelis-Menten-Kinetik (Teilweise in [74] gezeigt). 
Kategorie Methode Auftragung Verwendeter cS-Bereich 
[M] 
Kmapp [M] vmax [U/mg] R² 
Linearisierungs-
verfahren 
Lineweaver-Burk 1/v über 1/cS 0,033 – 1,33 0,455 2421 0,976 
Eadie-Hofstee  v über v/cS 0,033 – 1,33 0,493 2609 0,890 
Hanes-Woolf cS/v über cS 0,033 – 1,33 0,552 2781 0,987 
Integrierte Michaelis-Menten 1/t * ln(cS0/cS) 
über (cS0-cS)/t 
Progresskurve einzelner 
cS0 
--- --- --- 
Nicht-lineare 
Regression 
Michaelis-Menten (cS ≤ 2,33 M) v über cS 0,033 – 2,33 0,207 1742 0,777 
Haldanekinetik (Substrathem-
mung) 
v über cS 0,033 – 2,33 0,207 1742 0,757 
Michaelis-Menten (cS ≤ 1,33 M) v über cS 0,033 – 1,33 0,544 2770 0,994 
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Die verschiedenen Auswertungsverfahren werden in Kapitel 4.3 bezüglich ihrer Genauigkeit 
bewertet. Zur Berechnung der abgeleiteten Größen KmFA, kcat und kcat/Kmapp wurden nur die 
beiden als am verlässlichsten angesehen Verfahren herangezogen (siehe Tabelle 34). 
Tabelle 34: Kinetische Kennzahlen der Formaldehyd-Dismutation durch die FDM, ermittelt 
aus den als am genauesten angesehenen Regressionsverfahren (Teilweise in [74] gezeigt). 
Aufgrund von Formel 13 gilt KmFA = Kmapp/2.  
Methode R² Kmapp  
[M] 
KmFA  
[M] 
vmax  
[U/mg] 
kcat  
[1/s] 
kcat/Kmapp  
[s*M]-1 
Hanes-Woolf 
Michaelis-Menten  
(cS ≤ 1,33 M) 
0,987 
0,994 
0,552 
0,544 
0,276 
0,272 
2781 
2770 
2040 
2031 
3696 
3733 
3.2.5.2 Reversible Produkthemmung der FDM 
Um die Hemmung der FDM durch die Produkte Methanol und Ameisensäure abbilden zu 
können, wurde zunächst die Art der Hemmung betrachtet. Dazu wurde das gereinigte Enzym 
mit je einem der Produkte über 300 min bei 4 °C inkubiert und die Volumenaktivität im Ver-
gleich zur Referenz ohne Inhibitor zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen (siehe Abbildung 
39). Dem Referenzansatz wurde statt einem Inhibitor in 0,1 M Phosphatpuffer nur dieser Puf-
fer zugesetzt. Die Enzymkonzentration war in allen Ansätzen mit 0,1 g/L (2,3 µM) identisch. 
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Abbildung 39: Nachweis der reversiblen Hemmung der FDM durch Formiat und Methanol [74].  
Die gereinigte FDM in einer Konzentration von 0,1 g/L (2,3 µM) wurde mit 0,07 M Formiat bzw. 
0,35 M Methanol über 300 min bei 4 °C inkubiert und zu verschiedenen Zeitpunkten die Volumenak-
tivität im Vergleich zur Referenz ohne Inhibitor gemessen. Alle Ansätze wurden in 0,1 M Phosphat-
puffer bei pH 7 inkubiert. Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der Aktivitätsbestimmung 
(siehe Kapitel 2.5.2) gezeigt.  
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Zum einen wurde sofort nach Zugabe von 0,07 M Formiat bzw. 0,35 M Methanol eine deutli-
che Reduktion der Aktivität im Vergleich zur Referenz beobachtet (erster Messpunkt in Ab-
bildung 39). Die Hemmung der FDM durch Formiat oder Methanol tritt demnach sofort nach 
Zugabe auf. Zum anderen veränderte sich die Aktivität der Ansätze während der 300 min In-
kubation nicht signifikant. Diese Beobachtungen sprechen für eine reversible Inhibierung der 
FDM durch die Produkte. Bei einer irreversiblen Inhibierung (Denaturierung) müsste die Ak-
tivität hyperbolisch abnehmen und sich schließlich 0 annähern. 
Um die reversible Hemmung durch die Produkte weiter zu untermauern, wurde deren Effekt 
auf die native tetramere Quartärstruktur (siehe Kapitel 3.2.2) der FDM untersucht. Dazu wur-
de gereinigte FDM in einer Konzentration von 0,96 g/L (21,8 µM) ebenfalls über 300 min bei 
4 °C mit 0,17 M Formiat bzw. 0,67 M Methanol inkubiert und anschließend durch native 
PAGE analysiert (siehe Abbildung 40). Als Referenz wurde auch FDM in der gleichen Kon-
zentration ohne Inhibitor bei 4 °C inkubiert. 
Die berechnete Molekülmasse des intakten Tetramers liegt bei etwa 180 kDa (siehe Kapitel 
3.2.2). Im nativen Gel tritt die FDM-Bande in allen Ansätzen bei etwa 200 kDa auf. Unab-
hängig vom zugesetzten Inhibitor und der Inkubationszeit sind die Banden scharf mit leichtem 
Ausfransen nach oben hin. Außerdem ist keine weitere Bande bei einfachem oder zweifachem 
Molekulargewicht des FDM-Monomers (45 kDa) sichtbar, was auf Dissoziation der Un-
tereinheiten hindeuten würde.  
 
Abbildung 40: Einfluss von Formiat und Methanol auf die Quartärstruktur der FDM, gezeigt durch 
native PAGE (siehe Kapitel 2.4.5) [74].  
Die gereinigte FDM wurde in einer Konzentration von 0,96 g/L (21,8 µM) mit 0,17 M Formiat bzw. 
0,66 M Methanol oder ohne Inhibitor über 300 min inkubiert. Nach 0, 180 und 300 min wurden je 
10 µg FDM auf das Gel aufgetragen.  
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Das Laufverhalten des Proteins war demnach in allen Ansätzen identisch. Die Produkte Me-
thanol und Formiat haben keinen in der nativen PAGE sichtbaren Einfluss auf die Quar-
tärstruktur der FDM. 
Zusammenfassend konnten die Analyse der Aktivität und der Quartärstruktur der FDM bei 
Inkubation mit Formiat und Methanol über 300 min die reversible Natur der Produkthem-
mung nachweisen. Daher konnte zur Modellierung der Produkthemmung eine enzymkineti-
sche Betrachtung erfolgen, die in den folgenden Kapiteln dargestellt wird. 
3.2.5.3 Bestimmung des Hemmungstyps von Methanol und Ameisensäure und Berechnung 
der Ki-Werte 
Wie im vorigen Kapitel beschrieben, erfüllt die Hemmung der FDM durch die Produkte Me-
thanol und Ameisensäure die Voraussetzung, um enzymkinetisch beschrieben werden zu kön-
nen. Im Folgenden werden zunächst die Hemmungstypen beider Produkte bestimmt. An-
schließend erfolgt die Berechnung der Inhibierungskonstanten Ki.  
Die initiale Reaktionsgeschwindigkeit v0 der FDM-Reaktion wurde wie zuvor in Form der 
Anfangssteigung der Formiatzunahme gemessen. Es wurde nur der lineare Bereich innerhalb 
der ersten 3 min Reaktionszeit berücksichtigt. Den Reaktionsansätzen wurden zu Beginn die 
Produkte Methanol und Formiat einzeln in Konzentrationen von 0,1 bis 0,4 M (Methanol) 
bzw. 0,07 bis 0,8 M (Formiat) zugesetzt, um die Verringerung der initialen Reaktionsge-
schwindigkeit aufnehmen zu können. Zusätzlich wurde die Formaldehydkonzentration zwi-
schen 0,033 und 1,33 M variiert.  
Der Hemmungstyp konnte so für beide Produkte getrennt voneinander durch verschiedene 
Linearisierungsverfahren abgelesen werden. Je nach Hemmungstyp konnten aus den lineari-
sierten Plots Sekundärplots erstellt werden, mit deren Hilfe die Ki-Werte berechnet werden 
konnten. Außerdem konnte das Reaktionsnetzwerk der Formaldehyd-Dismutation durch die 
FDM mit Produkthemmung aufgestellt und die passende Geschwindigkeitsgleichung abgelei-
tet werden (Kapitel 4.7). 
Direkte Auftragung von v0 über cFA 
Zunächst wurden die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten v0 in Abhängigkeit der Substrat-
konzentration cFA aufgetragen, so dass sich für die verschiedenen Inhibitorkonzentrationen 
eine Kurvenschar ergab (siehe Abbildung 41). Aufgrund der zuvor beobachteten Substrat-
hemmung (siehe Kapitel 3.2.5.1) wurde maximal 1,33 M Formaldehyd als Substrat vorgelegt. 
Ergebnisse 
102 
 
Aus dieser Darstellungsform lässt sich in einigen Fällne anhand der Veränderung von vmax 
und vmax/Km der Hemmungstyp bestimmen [58].  
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Abbildung 41: Direkte Auftragung der initialen Reaktionsgeschwindigkeit v0 in Anwesenheit der 
Inhibitoren Methanol (A) bzw. Formiat (B) in Abhängigkeit der Substratkonzentration (Formaldehyd, 
FA) [74].  
Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der als Duplikate durchgeführten Enzymreaktionen 
dargestellt. Außerdem wurde für jede Datenreihe die Michaelis-Menten-Gleichung angepasst.  
In den gewählten Konzentrationen verringerten beide Produkte die initiale Reaktionsge-
schwindigkeit bei allen Substratkonzentrationen. Eine Abnahme von vmax ist zu vermuten. 
Das Verhältnis vmax/Km lässt sich grundsätzlich aus dieser Darstellungsform schlecht ablesen. 
Daher wurden die Daten im Folgenden in verschiedene linearisierte Formen überführt. 
Linearisierung der Messwerte zur Ermittlung des Hemmungstyps 
Die Linearisierung der Daten erfolgte nach den Verfahren von Lineweaver-Burk (doppelt-
reziproke Auftragung 1/v0 über 1/cS) und Hanes-Woolf (Auftragung von cS/v0 über cS) (siehe 
Abbildung 42). Die Ausgleichsgeraden bildeten den Zusammenhang zwischen x- und y-Wert 
in allen Diagrammen mit Korrelationskoeffizienten von 0,98-1,00 sehr gut ab.  
Um aus den linearisierten Diagrammen auf den Hemmungstyp zu schließen, werden Steigung 
und Ordinatenabschnitt der Ausgleichsgeraden betrachtet. Bei den Lineweaver-Burk-Plots für 
Methanol (Abbildung 42A) und Formiat (Abbildung 42B) werden Steigung und Ordinatenab-
schnitt mit zunehmender Inhibitorkonzentration größer. Dadurch schneiden sich die Geraden 
annähernd in einem Punkt links der Ordinate. Dies lässt auf einen gemischten Hemmungstyp 
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mit einem kompetitiven und einem unkompetitiven Anteil schließen [58]. Dieselben Beobach-
tungen und Schlussfolgerungen lassen sich für die Hanes-Woolf-Plots für Methanol 
(Abbildung 42C) und Formiat (Abbildung 42D) ableiten. 
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Abbildung 42: Linearisierte Plots mit Ausgleichsgeraden nach Lineweaver-Burk (A+B) und Hanes-
Woolf (C+D) für Methanol (A+C) und Formiat (B+D) zur Ermittlung des Hemmungstyps [74].  
Es sind die Mittelwerte mit Standardabweichungen der als Duplikate durchgeführten Enzymreaktionen 
dargestellt.  
Berechnung der Inhibitorkonstanten Ki aus Sekundärplots 
Zur Ermittlung der Inhibitorkonstanten Ki wurden Sekundärplots erstellt, bei denen Steigung 
und Ordinatenabschnitt der linearisierten Plots gegen die Inhibitorkonzentration aufgetragen 
werden. Dies stellt außerdem eine zusätzliche Kontrolle des vermuteten Hemmungstyps dar. 
Im Falle der vollständigen gemischten Hemmung müssen sowohl Steigung als auch Ordina-
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tenabschnitt linear mit der Inhibitorkonzentration zusammenhängen, d.h. es muss sich im Se-
kundärplot wiederum eine Ausgleichsgerade mit Steigung m ≠ 0 und R² ≈ 1 ergeben [58]. Bei 
partiellen Hemmtypen ergeben sich in den Sekundärplots nicht-lineare Zusammenhänge zwi-
schen Steigung bzw. Ordinatenabschnitt und Inhibitorkonzentration [58]. 
Für den Inhibitor Methanol erfüllen die Sekundärplots aus Steigung und Ordinatenabschnitt 
der linearisierten Plots nach Lineweaver-Burk und Hanes-Woolf diese Kriterien (R² = 0,92 bis 
1,00). Damit bestätigte sich für Methanol der vollständige gemischte Hemmungstyp und die 
Inhibierungskonstanten Kic und Kiu für den kompetitiven bzw. unkompetitiven Anteil konnten 
berechnet werden (zusammengefasst in Tabelle 35).  
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Abbildung 43: Sekundärplots aus den linearisierten Plots nach Lineweaver-Burk (A+C) und Hanes-
Woolf (B+D) für Methanol [74] mit Standardabweichungen der Doppelbestimmungen.  
Für jede Gerade aus den Kurvenscharen in Abbildung 42A+C wurde die Steigung (A+B) bzw. der 
Ordinatenabschnitt (C+D) in Abhängigkeit der Methanolkonzentration aufgetragen. Korrelationskoef-
fizienten R²: A – 0,92; B – 1,00; C – 0,97; D – 0,98.  
Im Falle der Linearisierung nach Lineweaver-Burk entspricht Kic dem Schnittpunkt der Aus-
gleichsgeraden im Sekundärplot der Steigungen (Abbildung 43A); Kiu ergibt sich aus dem 
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Schnittpunkt der Ausgleichsgeraden im Sekundärplot der Ordinatenabschnitte (Abbildung 
43C). Beim Hanes-Woolf-Verfahren kehrt sich dies um: Kic wird aus der Auftragung der Or-
dinatenabschnitte (Abbildung 43D) und Kiu aus der Auftragung der Steigungen (Abbildung 
43B) ermittelt. 
Auch für den Inhibitor Formiat ergaben sich in den Sekundärplots Ausgleichsgeraden mit m ≠ 
0 und R² ≈ 1 (siehe Abbildung 44). Daher bestätigte sich auch für Formiat die vollständige, 
gemischte Hemmung, für die Kic und Kiu berechnet werden konnten. Die Korrelationskoeffi-
zienten lagen etwas unterhalb der für Methanol beobachteten (0,87 bis 0,97). 
A – Lineweaver-Burk    B – Hanes-Woolf 
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
0,0003
0,0006
St
ei
gu
ng
cFormiat [M]
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
0,0005
0,0010
0,0015
St
ei
gu
ng
cFormiat [M]   
C – Lineweaver-Burk    D – Hanes-Woolf 
-0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
0,0005
0,0010
0,0015
O
rd
in
at
en
ab
sc
hn
itt
cFormiat [M]
-0,6 -0,4 -0,2 0,0 0,2 0,4 0,6 0,8
0,0003
0,0006
O
rd
in
at
en
ab
sc
hn
itt
cFormiat [M]   
Abbildung 44: Sekundärplots aus den linearisierten Plots nach Lineweaver-Burk (A+C) und Hanes-
Woolf (B+D) für Formiat mit Standardabweichungen der Doppelbestimmungen (Teilweise in [74] 
gezeigt).  
Für jede Gerade aus den Kurvenscharen in Abbildung 30B+D wurde Steigung (A+B) bzw. Ordinaten-
abschnitt (C+D) in Abhängigkeit der Formiatkonzentration aufgetragen. Korrelationskoeffizienten R²: 
A – 0,89; B – 0,97; C – 0,94; D – 0,87.  
Die aus den Sekundärplots berechneten Kic- und Kiu-Werte für Methanol und Formiat sind in 
Tabelle 35 zusammengefasst. Dabei wurde unterschieden, durch welche Linearisierungsme-
thode die Werte ermittelt wurden (Lineweaver-Burk oder Hanes-Woolf). Kic scheint bei Me-
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thanol niedriger zu sein als bei Formiat, d.h. Methanol scheint eine stärkere kompetitive 
Hemmung zu verursachen als Formiat. Kiu gleicht sich für beide Produkte, d.h. der unkompe-
titive Anteil der Hemmung scheint ungefähr gleich stark ausgeprägt zu sein.  
Tabelle 35: Berechnete Inhibitorkonstanten Kic und Kiu für Methanol und Formiat (Teilweise in [74] 
gezeigt).  
Die Konstanten wurden aus den Sekundärplots abgeleitet, die aus den Linearisierungsverfahren nach 
Lineweaver-Burk bzw. Hanes-Woolf erhalten wurden. Konzentrationsbereiche: Methanol – 0 bis 
0,4 M; Formiat 0 bis 0,8 M.  
 Methanol Formiat 
Diagramm Lineweaver-
Burk 
Hanes-Woolf Lineweaver-
Burk 
Hanes-Woolf 
Kic [M] 0,145 0,146 0,657 0,571 
Kiu [M] 0,345 0,301 0,345 0,395 
 
3.2.5.4 Sensitivitätsanalyse der Inhibierungskonstanten 
Zur Fehlerabschätzung der Inhibierungskonstanten (Sensitivitätsanalyse) wurde in dieser Ar-
beit eine Monte Carlo Simulation durchgeführt. Die Monte Carlo Simulation ist eine Methode 
aus der Stochastik, die über zufällige Parametervariation Aussagen zur Sensitivität eines 
komplexen Systems erlaubt [75]. Anwendung findet sie beispielsweise, wenn die Durchfüh-
rung einer großen Anzahl von Messungen unmöglich oder zu aufwändig ist.  
Zunächst wird hierbei eine zu messende Größe ausgewählt, für die eine Messungenauigkeit 
bekannt ist. Für diese Größe wird eine „Pseudopopulation“ mit Stichprobenumfang N zufällig 
generiert, die die reale Population abbildet. Dies erfolgt meist automatisiert durch einen Algo-
rithmus anhand einer bekannten oder angenommenen Verteilungsfunktion der Population. 
Zugrunde liegen reale Daten wie Mittelwert mit Standardabweichung der gewählten Größe. 
Anschließend wird für jede „Pseudo-Stichprobe“ die Testgröße ermittelt, so dass N Werte für 
die Testgröße vorliegen. Zur statistischen Auswertung der Testgröße kann die Verteilung der 
simulierten Daten analysiert und Mittelwert mit Standardabweichung berechnet werden. [76] 
Übertragen auf die vorliegende Arbeit, wurde hier die initiale Reaktionsgeschwindigkeit v0 
zur Generierung der Pseudopopulation gewählt. Genauer bestand eine Stichprobe aus mehre-
ren Werten für v0, nämlich denjenigen, die zur vollständigen Berechnung der Inhibierungs-
konstanten benötigt wurden (v0 = f(cS, cI); cS = 0,13 bis 1,33 M Formaldehyd; cI = 0 bis 0,4 M 
Methanol bzw. 0 bis 0,8 M Formiat) (siehe Abbildung 41). Als Messgröße mit zufälligem 
Ergebnisse 
107 
 
Fehler wurde eine Normalverteilung der Population angenommen. Für jedes v0 war ein Mit-
telwert aus einer Doppelbestimmung gemessen worden, welcher der Normalverteilung zu-
grunde gelegt wurde. Als Standardabweichung wurde für die Messreihen mit den Inhibitoren 
Methanol und Formiat jeweils die maximal aufgetretene gewählt. Für jeden Mittelwert von v0 
wurde ein relativer Fehler in Form des Variationskoeffizienten (VK) von VKFormiatmax = 25% 
und VKMethanolmax = 15% festgesetzt. Aus den 1000 simulierten Stichproben wurden jeweils 
Kic und Kiu für Methanol bzw. Formiat als Testgröße berechnet (entsprechend Kapitel 3.2.5.3) 
und statistisch ausgewertet. 
Zusammengefasst war die Vorgehensweise wie folgt: 
1. Auswahl der Anfangsgeschwindigkeiten v0 als zu simulierende Messgröße 
2. Berechnung des größten auftretenden Variationskoeffizients VK der in Doppelbe-
stimmung gemessenen v0 (VKFormiatmax = 25%; VKMethanolmax = 15%) 
3. Generierung von 1000 unabhängigen Datensätzen für v0 unter Annahme einer Nor-
malverteilung und des maximalen Variationskoeffizienten 
4. Berechnung der Inhibierungskonstanten Kic und Kiu für Methanol bzw. Formiat für je-
den Datensatz einzeln 
5. Statistische Auswertung der 1000 berechneten Kic- und Kiu-Werte und Vergleich mit 
den aus Messwerten berechneten Konstanten (siehe Kapitel 3.2.5.3, Tabelle 35) 
Zur Veranschaulichung der Verteilung der simulierten Kic- und Kiu-Werte wurden die 1000 
Werte mit Hilfe der Software OriginPro 9.1 in je 50 äquidistante Klassen eingeteilt und deren 
relative Häufigkeit aufgetragen (siehe Abbildung 45). Die Verteilung der simulierten Ki-
Werte ähnelt in allen Fällen einer Gauß’schen Normalverteilung, welche auch für die Aus-
gangsgröße v0 angenommen wurde. Die Breite der Glockenkurven, die für die Ungenauigkeit 
des Mittelwerts steht, schwankt je nach Linearisierungsverfahren. Zur genaueren Beurteilung 
der Genauigkeiten werden im Folgenden die Mittelwerte und Standardabweichungen der je 
1000 berechneten Inhibierungskonstanten betrachtet. 
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Abbildung 45: Verteilung der simulierten Inhibierungskonstanten in Form der relativen Häufigkeit. 
Die 1000 simulierten Werte wurden jeweils in 50 Klassen zwischen kleinstem und größtem Wert ein-
geteilt, für die die relative Häufigkeit berechnet wurde (OriginPro 9.1). 
Die Mittelwerte der simulierten Inhibierungskonstanten stimmen in allen Fällen sehr gut mit 
den gemessenen Werten überein (siehe Abbildung 46). Die Standardabweichungen der simu-
lierten Ki-Werte liegen jeweils beim Linearisierungsverfahren nach Hanes-Woolf niedriger 
als bei demjenigen nach Lineweaver-Burk. Somit war die Präzision bei der Ermittlung der 
Inhibierungskonstanten nach ersterem Verfahren höher. Der angenommene maximale Varia-
tionskoeffizient von 15% (Methanol) bzw. 25% (Formiat) bei den initialen Reaktionsge-
schwindigkeiten v0 führte hier zu maximalen Variationskoeffizienten der Ki-Werte von 7,3% 
(Methanol) bzw. 8,0% (Formiat). 
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Abbildung 46: Vergleich der aus Messwerten und aus der Monte Carlo Simulation erhaltenen Inhibie-
rungskonstanten.  
Die Kontanten wurden aus Primärplots nach Lineweaver-Burk (A) bzw. Hanes-Woolf (B) ermittelt 
(vgl. Tabelle 35). Die simulierten Werte sind als Mittelwerte mit Standardabweichungen aus 1000 
unabhängigen Datensätzen dargestellt. 
Ein Ziel der Monte Carlo Simulation war, die Linearisierungsverfahren nach Lineweaver-
Burk und Hanes-Woolf im Hinblick auf die Präzision der ermittelten Inhibierungskonstanten 
zu bewerten. Dazu wurden die Variationskoeffizienten der simulierten Konstanten herange-
zogen (siehe Abbildung 46). Wie bereits bei der Berechnung von Km und kcat in Kapitel 4.4 
erläutert, ist das Lineweaver-Burk-Verfahren stärker fehlerbehaftet als alternative Methoden. 
Dies zeigte sich auch bei der Monte Carlo Simulation. Die Variationskoeffizienten der Ki-
Werte lagen hier bei 9,2 – 23,9%. Die Präzision bei Verwendung des Hanes-Woolf-
Verfahrens war mit Variationskoeffzienten von 6,1 – 8,0% deutlich höher. Dieses Verfahren 
kann nach Empfehlung der STRENDA Initiative (Standards for Reporting Enzymology Data) 
[77] zur Auswertung enzymkinetischer Daten eingesetzt werden. In Kapitel 3.2.5.1 wurde 
gezeigt, dass die durch das Hanes-Woolf-Verfahren ermittelten Werte für Km und kcat sehr gut 
mit denjenigen aus der im Allgemeinen genauesten nicht-linearen Regression übereinstimm-
ten. Daher wurde das Hanes-Woolf-Verfahren zur Ermittlung der Inhibierungskonstanten 
gewählt. Die berechneten Werte können nun mit dem abgeschätzten Fehler der Monte Carlo 
Simulation angegeben werden (siehe Tabelle 36). 
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Tabelle 36: Inhibierungskonstanten für Methanol und Formiat aus dem Hanes-Woolf-Verfahren mit 
abgeschätzten Fehlern der Monte Carlo Simulation. 
 Methanol Formiat 
Kic 0,146 M ± 6,1% 0,571 M ± 8,0% 
Kiu 0,301 M ± 7,3% 0,395 M ± 6,4% 
Um beurteilen zu können, ob die Unterschiede der simulierten Inhibierungskonstanten signi-
fikant sind, wurden paarweise t-Tests für zwei Stichproben mit α = 0,05 durchgeführt (Ori-
ginPro 9.1). Zusammengefasst unterschieden sich alle miteinander verglichenen Ki-Werte auf 
diesem Signifikanzniveau voneinander. Getestet wurden folgende Kombinationen: 
- Kic vs. Kiu jeweils für beide Inhibitoren 
- Kic für Methanol vs. Formiat 
- Kiu für Methanol vs. Formiat 
Durch die Sensitivitätsanalyse konnte nun die Interpretation der Hemmung durch Methanol 
und Ameisensäure erfolgen (siehe Kapitel 4.7). 
3.2.5.5 Reaktionsgeschwindigkeit bei gleichzeitiger Anwesenheit von Methanol und Amei-
sensäure 
Nachdem der inhibierende Effekt der Produkte Methanol und Ameisensäure in den vorange-
gangenen Kapiteln unabhängig voneinander untersucht wurde, war im Folgenden der Effekt 
bei Zugabe beider Produkte von Interesse. Dazu wurde eine Reaktion ohne zusätzliche Zuga-
be der Produkte und eine Reaktion mit simultaner Zugabe von 0,1 M Methanol und 0,07 M 
Formiat durchgeführt (je in Doppelbestimmung). Die Konzentrationen entsprechen den nied-
rigsten eingesetzten Konzentrationen in Kapitel 3.2.5.3. Sie wurden gewählt, um im prozess-
relevanten Bereich für diese Arbeit zu liegen. Die erzielten Produktkonzentrationen mit realen 
Substratlösungen lagen bei ca. 0,05 M (siehe Kapitel 3.3.2). 
Die initialen Reaktionsgeschwindigkeiten v0 wurden anhand der Formaldehydabnahme ver-
glichen (siehe Tabelle 37). Hier wurden zusätzlich zu den oben erläuterten Reaktionen auch 
die Anfangsgeschwindigkeiten aus den vorigen Experimenten betrachtet, die bei Zugabe von 
entweder 0,1 M Methanol oder 0,07 M Formiat gemessen wurden. 
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Tabelle 37: Anfangsgeschwindigkeit v0 (Formaldehydabnahme) der FDM-Reaktion ohne Produktzu-
gabe (Referenz), Methanolzugabe (0,1 M), Formiatzugabe (0,07 M) oder Zugabe beider Produkte (0,1 
und 0,07 M) zu Beginn.  
Die Standardabweichung der in Doppelbestimmung durchgeführten Reaktionen ist für v0 angegeben. 
Außerdem ist die Reduktion der Anfangsgeschwindigkeit in % (Δv0) durch die Zugabe der Produkte 
gezeigt. Die Substratkonzentration lag zum Reaktionsbeginn bei 133 mM Formaldehyd. 
Inhibitor(en) v0 (Formaldehydabnahme) [U/mg] Δv0 [%] 
keine 514,6 ± 17,4 0 
Methanol 0,1 M 389,8 ± 3,1 24,3 
Formiat 0,07 M 466,8 ± 68,4 9,3 
Methanol 0,1 M  
+ Formiat 0,07 M 
341,0 ± 9,3 33,7 
Die höchste Anfangsgeschwindigkeit wurde in der Referenzreaktion ohne Zugabe der Pro-
dukte zu Beginn beobachtet, die niedrigste in der Reaktion mit Zugabe beider Produkte. Die 
Anfangsgeschwindigkeiten bei Zugabe von jeweils nur einem Produkt lagen zwischen diesen 
Werten. Diese Beobachtung spiegelt sich auch in der prozentualen Abnahme der Reaktions-
geschwindigkeiten wider. 
Synergistische inhibitorische Effekte durch die Produkte wären vorhanden, wenn gilt: 
  
Δv0 (Methanol + Formiat) > Δv0 (Methanol) + Δv0 (Formiat) 
 
Die Summe der Δv0 bei einzelner Zugabe der Produkte ergibt 33,6%, was dem gemessenen 
Δv0 der Reaktion in Anwesenheit beider Produkte (33,7%) entspricht. D.h. die inhibierenden 
Effekte der Produkte Methanol und Ameisensäure addierten sich und es traten keine synergis-
tischen Effekte durch deren Kombination in diesen Konzentrationen auf. 
3.2.5.6 Berechnung der mittleren inhibitorischen Konzentration i50 
Aus den Inhibierungskonstanten lässt sich auch eine Aussage zur Inhibitorkonzentration ma-
chen, bei der die halbmaximale Anfangsgeschwindigkeit v0/2 auftritt (i50, mittlere inhibitori-
sche Konzentration). Dieser Wert wird häufig in pharmazeutischen Anwendungen herangezo-
gen, um Inhibitoren zu charakterisieren (IC50). Zur Bestimmung des i50-Werts wird für jede 
verwendete Substratkonzentration cS(t0)/v0 über cI aufgetragen und eine Regressionsgerade 
erstellt. Der Abszissenwert bei y = 2*y(x0) entspricht –i50. [78] 
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Die Berechnungen wurden je für Methanol und Formiat durchgeführt und in Tabelle 38 für 
alle eingesetzten Substratkonzentrationen dargestellt. Die so berechneten Werte fassen den 
unkompetitiven und den kompetitiven Anteil der Hemmung zusammen.  
Tabelle 38: Mittlere inhibitorische Konzentration i50 für Methanol und Formiat, berechnet nach der 
Methode von Cortés et al. [78]. 
cFA(t0) [M] i50 (Methanol) [M] i50 (Formiat) [M] 
0,13 0,16 0,53 
0,2 0,12 0,49 
0,33 0,13 0,34 
1,33 0,23 0,39 
Die i50-Werte unterscheiden sich bei verschiedenen Substratkonzentrationen; ob i50 mit stei-
gendem cS ebenfalls steigt oder sich verringert, hängt vom Hemmungstyp ab [78]. Die rein 
nicht-kompetitive Hemmung (gleich starke kompetitive wie unkompetitive Komponente) 
stellt einen Spezialfall dar. Hier ändert sich i50 nicht, wenn cS variiert wird. Dann gilt i50 = Kic 
= Kiu. Im Falle der gemischten Hemmung, wie für die FDM beobachtet, hängt der Zusam-
menhang davon ab, ob der kompetitive oder der unkompetitive Anteil überwiegt. Bei stärke-
rem kompetitivem Anteil steigt i50 mit steigendem cS; bei überwiegendem unkompetitiven 
sinkt es. Diese Tendenz ist für Methanol (stärker kompetitiv) und Formiat (stärker unkompeti-
tiv) in Tabelle 38 erkennbar. 
3.2.5.7 Ableitung des Reaktionsnetzwerks und der resultierenden Geschwindigkeitsglei-
chung 
Wie in Kapitel 3.2.5.3 dargestellt, verursachten Methanol und Formiat jeweils vollständige 
gemischte Hemmung. Erkennbar war dies an der Lage der Regressionsgeraden in den Primär- 
und Sekundärplots. In den Primärplots nach Lineweaver-Burk und Hanes-Woolf ergaben sich 
Geradenscharen, die sich jeweils in einem Punkt links der Ordinate schneiden (abseits der 
Abszisse). In den Sekundärauftragungen von Steigungen und Ordinatenabschnitten wurden 
wiederum lineare Zusammenhänge mit einer Steigung größer 0 beobachtet. Dass es sich um 
vollständige Hemmung handelt, war vor allem an den Sekundärplots zu erkennen. Partielle 
Hemmtypen zeigen hier nicht-lineare Zusammenhänge [58].  
Bei einer gemischten Hemmung bindet der Inhibitor sowohl an das aktive Zentrum des freien 
Enzyms, als auch an den Enzym-Substrat-Komplex ES, wobei die Komplexe mit gebundenem 
Inhibitor nicht zur Produktbildung führen (siehe Abbildung 47). Im Falle der Formaldehyd-
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Dismutation durch die FDM stellt das Reaktionsnetzwerk in Abbildung 47 eine Halbreaktion 
dar (nur Oxidation oder Reduktion von Formaldehyd). Daher ist für KS der in Kapitel 4.3 er-
läuterte KmFA-Wert einzusetzen. Genauso beträgt die Reaktionsgeschwindigkeit der abgebil-
deten Halbreaktion die Hälfte des makroskopisch gemessenen v0 bzw. kcat. 
 
Abbildung 47: Reaktionsnetzwerk mit zwei Inhibitoren I und J (Methanol und Formiat), die jeweils 
vollständige gemischte Hemmung verursachen [61].  
Mit Annahme der rapid-equilibrium-Hypothese nach Michaelis-Menten gilt KS = k-1/k1 ≈ Km und für 
die Formaldehyd-Dismutation KS = KmFA = Kmapp/2. 
Für die gemischte vollständige Hemmung durch zwei Inhibitoren kann die allgemeine Ge-
schwindigkeitsgleichung abgeleitet werden (siehe Abbildung 47) [61]. Der Faktor, mit dem 
KS multipliziert wird, steht für den kompetitiven Anteil der Hemmung (Index „c“) und der 
Faktor, mit dem cS multipliziert wird, für den unkompetitiven (Index „u“).  
vP=
cS*kcat*[E0]
KS ൬1+
cI
Kic
+ cJKjc
൰ +cS(1+
cI
Kiu
+ cJKju
)
 
vP –  Modell für die Reaktionsgeschwindigkeit mit vollständiger gemischter Produkthemmung 
cS –  Substratkonzentration (Formaldehyd) 
[E0] –  initiale Enzymkonzentration  
Formel 14: Allgemeine Geschwindigkeitsgleichung für das Reaktionsnetzwerk in Abbildung 47 mit 
zwei Inhibitoren I und J, die jeweils vollständige, gemischte Hemmung verursachen [61]. 
Wie oben erläutert, werden für eine Halbreaktion der Formaldehyd-Dismutation durch die 
FDM KmFA und 0,5*kcat eingesetzt; um die makroskopisch gemessene Reaktionsgeschwindig-
keit beider Halbreaktionen zu erhalten, wird der gesamte Ausdruck mit 2 multipliziert 
(Formel 15). Es wurden die in Tabelle 36 gezeigten Inhibierungskonstanten verwendet. 
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vP, FDM=
cS*0,5*kcat*[E0]
KmFA ൬1+
cI
Kic
+ cJKjc
൰ +cS(1+
cI
Kiu
+ cJKju
)
*2 
vP, FDM=
cS*2031 s-1*[E0]
0,272 M ቀ1+ cI0,146 M +
cJ
0,571 Mቁ +cS(1+
cI
0,301 M +
cJ
0,395 M )
 
vP, FDM – Modell für die Reaktionsgeschwindigkeit der FDM mit vollständiger, gemischter Produkt-
hemmung 
cS –  Substratkonzentration (Formaldehyd) 
[E0] –  initiale Enzymkonzentration 
Formel 15: Geschwindigkeitsgleichung für die vollständige gemischte Hemmung durch zwei unter-
schiedliche Inhibitoren I und J (I = Methanol und J = Formiat) [61]. Es gilt vmax = kcat*[E0].  
Der Vorteil bei Verwendung eines allgemeinen Modells wie dem der gemischten Hemmung 
liegt darin, dass Spezialfälle wie rein kompetitive oder unkompetitive Mechanismen ebenfalls 
identifiziert werden können. Nicht-relevante Anteile werden ggfs. aus der Gleichung elimi-
niert, indem sich sehr große Werte für die entsprechenden Inhibierungskonstanten ergeben 
[79]. Für die FDM ergaben sich Ki-Werte im Bereich von 0,146 bis 0,571 M. Alle Werte lie-
gen somit in einem realistischen Konzentrationsbereich und beide Produkte wirken tatsächlich 
inhibierend auf die FDM. 
Die ermittelte Geschwindigkeitsgleichung der FDM-Reaktion mit Produkthemmung wurde in 
Kapitel 3.3.2.3 verwendet, um die Umsetzung einer Formaldehydlösung aus der Methan-
Partialoxidation zu modellieren. Anhand dessen wurde die Eignung des Modells dafür bewer-
tet (siehe Kapitel 4.10). 
3.3 Evaluierung zweier Redoxkaskaden zur Gewinnung von Methanol aus Me-
than 
Die FDM sollte in dieser Arbeit zur Dismutation des Zwischenprodukts Formaldehyd zu Me-
thanol und Ameisensäure eingesetzt werden (siehe Abbildung 1). Formaldehyd wurde durch 
zwei unterschiedliche Wege aus Methan gewonnen.  
3.3.1 Einsatz der FDM in einer Enzymkaskade 
Eine Option war die Herstellung von Formaldehyd in einer rein enzymatischen Kaskade. Po-
tentielle Enzyme wurden aus methanotrophen und methylotrophen Bakterien identifiziert und 
isoliert. Die ausgewählten Enzyme wurden entweder in dieser Arbeit exprimiert, aufgereinigt 
und charakterisiert oder von der Universität Halle-Wittenberg, AG Aufarbeitung biotechni-
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scher Produkte (Prof. Dr. M. Pietzsch) bereitgestellt. Zuletzt wurde die grundsätzliche Mach-
barkeit dieser Enzymkaskade untersucht. 
3.3.1.1 Auswahl der Enzyme für die Enzymkaskade zur Gewinnung von Methanol aus Me-
than 
Das Ziel der Enzymkaskade in dieser Arbeit war die Oxidation von Methan zu Methanol. Wie 
in Kapitel 1.2.6.1 beschrieben, ist die direkte Übertragung des Stoffwechselwegs aerober me-
thanotropher Bakterien nicht möglich. Die Gestaltung eines technischen Enzymprozesses 
setzt die in situ Cofaktor-Regenerierung voraus. In vivo wird dies durch die vollständige Oxi-
dation von Methan zu CO2 erreicht. Die Gewinnung von Methanol ist so deshalb nicht mög-
lich. Daher wurden in dieser Arbeit Enzyme aus verschiedenen Organismen so kombiniert, 
dass Methanol in einem geschlossenen Cofaktorkreislauf produziert werden kann. 
Für den ersten Schritt wird zwingend eine Methan-Monooxygenase (MMO) benötigt, um Me-
than zu hydroxylieren. Die MMO kommt in membranständiger (pMMO) [33] oder löslicher, 
cytosolischer Form (sMMO) [34] vor. Für eine in vitro Enzymkaskade bietet sich vor allem 
die lösliche Variante an (EC 1.14.13.25). Die verwendete sMMO stammt aus Methylosinus 
trichosporium OB3b und wurde von der Universität Halle-Wittenberg, AG Aufarbeitung bio-
technischer Produkte (Prof. Dr. M. Pietzsch) bereitgestellt. Es handelt sich um einen Enzym-
komplex aus drei Bestandteilen, einer Hydroxylase (MMOH), einer Reduktase (MMOR) und 
dem regulatorischen Protein B (MMOB) [34]. Die sMMO oxidiert Methan mit Sauerstoff zu 
Methanol, bei gleichzeitiger Oxidation von NADH zu NAD+ [80]. Die optimalen Reaktions-
bedingungen wurden in der Literatur aus den Assay-Bedingungen mit ca. pH 7 [81] und 25-
30 °C [34, 82] abgeleitet.  
 
Zur Regenerierung des NADH, welches von der sMMO verbraucht wird, musste eine NAD+-
abhängige Methanol-Dehydrogenase (MDH) verwendet werden. MDHs der Methanotrophen 
übertragen die Elektronen bei Methanol-Oxidation auf Cytochrom c (siehe Abbildung 6) und 
nicht auf NAD+. NAD-abhängige MDHs kommen in methanotrophen Bakterien nicht vor 
[83]. Für die Enzymkaskade in dieser Arbeit kamen diese Enzyme daher nicht in Frage. 
Membranständige MDHs wurden aufgrund der komplexen Handhabung ausgeschlossen.  
Tabelle 39 zeigt eine Übersicht über lösliche, NAD+-abhängige MDHs aus verschiedenen 
Organismen. Darunter ist die Verfügbarkeit von Literaturdaten, Expressions- und Aufreini-
gungsprotokollen zur MDH aus Bacillus methanolicus am höchsten. Für den Einsatz des En-
zyms in einer Enzymkaskade ist dies vorteilhaft und so wurde diese MDH für diese Arbeit 
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ausgewählt. Die optimalen Reaktionsbedingungen unterscheiden sich laut Literatur von denen 
der sMMO. Daher wurden sMMO und MDH zunächst detailliert auf ihre Reaktivität bei mög-
lichen Reaktionsbedingungen zwischen den Optima der einzelnen Enzyme untersucht.  
Zu den weiteren Methanol-oxidierenden Dehydrogenasen waren je nur ein bis zwei Literatur-
stellen verfügbar, was die Erfolgsaussichten der schnellen Expression und Aufreinigung 
schmälert (siehe Tabelle 39). Thermoplasma acidophilum und Picrophilus torridus gehören 
zu den thermophilen Archaeen, deren hochspezialisierte Enzyme auf extreme Bedingungen 
angepasst sind. Gemeinsame Reaktionsbedingungen mit der sMMO zu finden war hier un-
wahrscheinlich. Die Methanol-umsetzende ADH aus Corynebacterium glutamicum R lag mit 
ihren optimalen Bedingungen am nächsten an denen der sMMO. Dieses Enzym wurde in der 
vorliegenden Arbeit kloniert und exprimiert, war jedoch nicht aktiv gegenüber Methanol. Für 
die ADH aus Methylobacterium extorquens war keine Gensequenz verfügbar. 
Tabelle 39: Literaturübersicht über Dehydrogenasen, die aktiv gegenüber Methanol und zudem löslich 
und NAD+-abhängig sind. 
Organismus Enzymklasse pHopt Topt [°C] 
Quartär-
struktur Quellen 
Bacillus methanolicus 
MDH (EC 
1.1.1.244) 9,5 50 
Homodecamer 
(10x43 kDa) 
[51, 53, 
84-92] 
Thermoplasma acido-
philum 
ADH (EC 
1.1.1.1) 5 75 
Homotetramer 
(4x36 kDa) [93] 
Picrophilus torridus 
ADH (EC 
1.1.1.1) 7,8 83 
Homododeca-
mer (12x35 
kDa) [94] 
Corynebacterium 
glutamicum R 
ADH (EC 
1.1.1.1) 
7,7-
8,6 50 
Homodimer  
(2x37 kDa) [95] 
Methylobacterium 
extorquens IMI 
369321 
ADH (EC 
1.1.1.1) 6 ? 
Monomer  
(45 kDa) [96, 97] 
Die MDH aus B. methanolicus (bmMDH) oxidiert Methanol in einem Ping-Pong-
Mechanismus zu Formaldehyd (siehe Abbildung 48A). Die Elektronen werden von Methanol 
auf den fest, aber nicht kovalent gebundenen Cofaktor NAD+ übertragen, wobei Formaldehyd 
freigesetzt wird. Anschließend nimmt ein Cosubstrat NAD+ die Elektronen wieder auf und 
wird zu NADH reduziert. Die Quartärstruktur entspricht einem Homodecamer mit 43 kDa pro 
Untereinheit [92]. 
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A       B 
   
Abbildung 48: (A) Ping-Pong-Mechanismus der MDH aus B. methanolicus (nach [85]). Involviert 
sind ein fest gebundener Cofaktor NAD(H) und ein Cosubstrat NAD+, welches den Cofaktor re-
oxidiert. (B) Homodecamere Quartärstruktur der MDH [92]. 
In den sequenzierten Stämmen B. methanolicus MGA3 und PB1 [88] wurden von Krog et al. 
je drei homologe MDHs identifiziert und charakterisiert [53]. Neben Methanol konnten Etha-
nol, Butanol, Propanol, iso-Propanol, 1,3-Propandiol umgesetzt werden. Die höchste Aktivität 
gegenüber Methanol wurde für die Variante MDH2 aus B. methanolicus PB1 beschrieben, 
welche für diese Arbeit ausgewählt wurde (MDH2P). 
Die MDH-Homologe wurden bereits mehrfach in E. coli exprimiert [53, 87, 90], so dass ein 
Expressionsprotokoll adaptiert werden konnte. Die Aufreinigung über einen C-terminalen 
6xHis-Tag war ebenfalls bekannt [53]. Die MDH2P wurde basierend darauf kloniert (Kapitel 
2.3.3), in E. coli exprimiert (Kapitel 2.2.5) und über einen 6xHis-Tag aufgereinigt (Kapitel 
2.4.2) (teilweise in [98]). 
Mit sMMO, MDH und FDM sollte die Umsetzung von Methan zu Methanol und Ameisen-
säure unter Cofaktor-Regenerierung ermöglicht werden (siehe Abbildung 49). 
 
Abbildung 49: Enzymkaskade zur Gewinnung von Methanol aus Methan.  
sMMO – lösliche Methan-Monooxygenase aus Methylosinus trichosporium OB3b; MDH – Methanol-
Dehydrogenase aus Bacillus methanolicus PB1; FDM – Formaldehyd-Dismutase aus Pseudomonas 
putida J3. 
Die drei beteiligten Enzyme stammen aus verschiedenen Organismen, die an ganz unter-
schiedliche Habitate angepasst sind. Die Umsetzung einer solchen artifiziellen Enzymkaskade 
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stellt daher eine besondere Herausforderung dar. Aus der Literatur waren keine Hinweise zur 
Kombination dieser Enzyme vorhanden. Hinzu kommen einige bekannte Nebenreaktionen der 
Enzyme (siehe Abbildung 50), die durch eine entsprechende Auslegung der Kaskadenreaktio-
nen kontrolliert werden müssen. 
 
Abbildung 50: Erwartete Zielreaktionen (schwarze Reaktionspfeile) und unerwünschte Nebenreaktio-
nen (rote Reaktionspfeile und Nummerierung) durch MDH, sMMO und FDM.  
Nebenreaktionen: A1 – MDH, Rückreaktion [51]; B1 – sMMO, Methanol-Oxidation [99]; B2 – 
sMMO, NADH-Dehydrogenase-Aktivität = „Futile cycle“ [99]; B3 – sMMO, Oxidase-Aktivität [99]. 
Im ersten Schritt wurden alle Enzyme im Hinblick auf die Reaktionsbedingungen Temperatur 
und pH-Wert charakterisiert, um mögliche gemeinsame Reaktionsbedingungen zu identifizie-
ren (sMMO durch Universität Halle-Wittenberg [100], MDH siehe folgendes Kapitel, FDM 
siehe Kapitel 3.2.4). Anschließend wurde ein Setup der Kaskade getestet, in dem die Enzym-
reaktionen sequentiell messbar sein sollten. Damit sollte in dieser Arbeit prinzipiell untersucht 
werden, ob die drei Enzyme in einem Kompartiment unter identischen Reaktionsbedingungen 
funktionieren können. Um dies beurteilen zu können, wird auch eine geeignete Messtechnik 
benötigt. Hier wurde die von Stier entwickelte massenspektrometrische online-Messtechnik 
[31] eingesetzt. 
3.3.1.2 Charakterisierung der MDH aus Bacillus methanolicus PB1 
Für die Messung von Temperatur- und pH-Abhängigkeit der MDH aus B. methanolicus wur-
de das gereinigte Enzym eingesetzt (Kapitel 2.4.2). Die Aktivität wurde über die NADH-
Bildung bestimmt; dazu wurde die Differenz der initialen Reaktionsgeschwindigkeiten in An-
sätzen mit und ohne spezifischem Substrat Methanol gebildet, um potentielle unspezifische 
NADH-Bildung nicht in die Aktivität miteinzubeziehen (Kapitel 2.5.6).  
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Die Temperaturen wurden so gewählt, dass sie den Bereich der möglichen Reaktionsbedin-
gungen der Enzymkaskade abdecken. Zwischen 30 und 50 °C nahm die MDH-Aktivität stetig 
zu (Abbildung 51A). Im Bereich des Temperaturoptimums der sMMO bei maximal 30 °C 
(siehe Kapitel 3.3.1.1) zeigte die MDH 10% der maximalen Aktivität bei 50 °C. Die Stabilität 
der MDH bei den unterschiedlichen Temperaturen wurde abgeschätzt, indem der finale 
NAD+-Umsatz nach Erreichen des Plateaus aufgetragen wurde (Abbildung 51B). Ob es sich 
um den tatsächlichen Reaktionsstillstand oder ein Fließgleichgewicht handelt, kann so nicht 
beurteilt werden. Der Umsatz wurde zu den angegebenen Zeiten abgelesen. Die Dauer bis 
zum Erreichen des Plateaus nahm mit höherer Temperatur ab. Gleichzeitig stieg der NAD+-
Umsatz in den Ansätzen mit Methanol. Der Umsatz in den Ansätzen ohne Methanol war etwa 
gleichbleibend. Die Lage des Plateaus der unspezifischen NAD+-Reduktion änderte sich in 
diesem Bereich nicht merklich. Die Erhöhung in den Ansätzen mit Methanol kann also auf die 
enzymatische NAD+-abhängige Oxidation von Methanol zurückgeführt werden. Die Stabilität 
der MDH war auch bei 50 °C ausreichend hoch, um einen NAD+-Umsatz von 30% nach 
75 min zu erreichen. Bei geringer Stabilität kann der Umsatz mit steigender Temperatur auch 
sinken. 
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Abbildung 51: Temperaturabhängigkeit der spezifischen MDH-Aktivität (A) und NAD+-Umsatz im 
Gleichgewicht in Anwesenheit und Abwesenheit des spezifischen Substrats Methanol (B).  
Die Zeitangaben in (B) entsprechen dem Zeitpunkt der Reaktion, zu dem der NAD+-Umsatz abgelesen 
wurde. Die Reaktionen wurden bei pH 9,5 durchgeführt. Es sind Mittelwerte mit Standardabweichun-
gen der Doppelbestimmungen gezeigt. 
Auch die pH-Werte wurden im Bereich der für die Enzymkaskade in Frage kommenden ge-
wählt. Die MDH-Aktivität stieg zwischen pH 7,5 und 10 stetig an (Abbildung 52A). Bei 
pH 7,5 betrug sie 7% des höchsten Werts bei pH 10. Das Optimum der sMMO liegt bei ca. 
pH 7 (siehe Kapitel 3.3.1.1).  
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Im Gegensatz zur Temperatur hatte der pH-Wert einen deutlicheren Einfluss auf die Lage des 
Plateaus der unspezifischen NAD+-Reduktion ohne Methanol. Die absolute Zunahme des 
Umsatzes mit dem pH-Wert in Gegenwart von Methanol war jeweils größer als die Zunahme 
der unspezifischen NAD+-Reduktion. Daher ist auch hier der höhere Umsatz mit zunehmen-
dem pH-Wert auf die Enzymreaktion zurückzuführen. Der pH-Wert hatte in allen Reaktionen 
keinen Einfluss auf die Dauer bis zum Erreichen des Plateaus (60 min).  
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Abbildung 52: pH-Abhängigkeit der spezifischen MDH-Aktivität (A) und NAD+-Umsatz im Gleich-
gewicht in Anwesenheit und Abwesenheit des spezifischen Substrats Methanol (B). Die Reaktionen 
wurden als Doppelbestimmungen bei 50 °C durchgeführt. 
Zur Abschätzung der Reaktionsgeschwindigkeiten bei unterschiedlichen Substratkonzentrati-
onen wurden auch die enzymkinetischen Parameter kcat und Km der Michaelis-Menten-Kinetik 
bestimmt (Abbildung 53). 
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Abbildung 53: Enzymkinetische Parameter kcat (A) und Km(Methanol) (B) der MDH bei unterschied-
lichen pH-Werten und Temperaturen (Mittelwerte mit Standardabweichungen der Duplikate). 
Das Substrat Methanol wurde zwischen 0,05 und 2 M variiert, das Cosubstrat NAD+ wurde konstant in 
einer Konzentration von 1 mM eingesetzt. 
Die Werte für kcat nahmen mit niedrigerer Temperatur und niedrigerem pH-Wert ab 
(Abbildung 53A), d.h. die Reaktion lief langsamer ab. Der Km-Wert sank mit steigendem pH-
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Wert bei konstanter Temperatur von 50 °C, d.h. die Affinität des Enzyms zum Substrat nahm 
zu. Bei der niedrigeren Temperatur von 37 °C war der Zusammenhang zwischen pH- und Km-
Wert umgekehrt. Auffällig sind die allgemein hohen Werte für Km im Bereich zwischen 100 
und 400 mM. Es sind also hohe Methanolkonzentrationen erforderlich, um die maximale Re-
aktionsgeschwindigkeit zu erreichen. Als Hinweis für die Kaskadenreaktion wurden auch die 
ungefähren Konzentrationen des gebildeten Formaldehyds und NADHs abgeschätzt. Beide 
Produkte der MDH-Reaktion werden für das Funktionieren der Kaskade benötigt (siehe Ab-
bildung 49). Die NADH-Konzentrationen am Ende der oben beschriebenen Reaktionen lagen 
bei 50 – 500 µM bei Einsatz von 1 mM NAD+ als Cosubstrat. Die Formaldehydkonzentration 
liegt vermutlich etwas darunter, da ein Teil des NAD+ unspezifisch ohne Enzymreaktion re-
duziert wurde. 
3.3.1.3 Kombination von Methan-Monooxygenase, Methanol-Dehydrogenase und Formal-
dehyd-Dismutase 
Das Ziel der bearbeiteten Enzymkaskade liegt in der rein enzymatischen Umsetzung von Me-
than zu Methanol und Ameisensäure. Die Enzyme unterschieden sich in ihren optimalen Re-
aktionsbedingungen stark, so dass die Etablierung der Enzymkaskade herausfordernd ist. Das 
Ziel in dieser Arbeit war daher zunächst ein erster Test, ob alle Enzymreaktionen in einem 
Kompartiment überhaupt detektiert werden können. Dazu gehörte auch die Evaluierung des 
Versuchsaufbaus und der online-Überwachung mittels Massenspektrometer [31].  
Versuchsaufbau und Durchführung 
Die größte Herausforderung bei der Etablierung der angestrebten Enzymkaskade sind vor 
allem die unterschiedlichen optimalen Reaktionsbedingungen und daraus resultierend sehr 
niedrige zu erwartende Substrat- und Produktkonzentrationen. Die durch die MDH produzier-
ten Formaldehyd- und NADH-Konzentrationen werden im µM-Bereich liegen, genau wie die 
zu erwartende Methanolkonzentration als Produkt der sMMO-Reaktion. Um die Reaktionen 
messbar zu machen, wurden Methan und Methanol über online-Massenspektroskopie in der 
Flüssigphase gemessen. Diese Methode ist sehr sensitiv mit Nachweisgrenzen von <10 µg/L 
[56] und bot sich für diesen Konzentrationsbereich an. 
Die niedrigen zu erwartenden Konzentrationen an Substraten und Produkten limitierten au-
ßerdem die Reaktionsgeschwindigkeiten der Enzyme. Daher wurden dem System teilweise 
Substrate und Cofaktoren zugegeben (siehe Tabelle 40) und die Reihenfolge der Enzymreak-
tionen abgewandelt (siehe Abbildung 54). Die MDH zeigte verhältnismäßig hohe Km-Werte 
(siehe Kapitel 3.3.1.2 und [53]) und benötigt daher hohe Methanol- und NAD+-
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Konzentrationen, um eine messbare Aktivität zu erreichen. Je höher allerdings die Methanol-
Konzentration ist, desto stärker führt auch die sMMO die unerwünschte Oxidation von Me-
thanol unter Verbrauch von NADH durch (siehe Abbildung 50 und [99]). Daher wurde zu-
nächst die MDH-Reaktion durchgeführt und ausschließlich NAD+ als Cofaktor zur Verfügung 
gestellt. Die folgende sMMO-Reaktion konnte nur mit dem von der MDH produzierten 
NADH erfolgen und die Methanolkonzentration war bereits niedriger als zu Beginn. Auf-
grund der Oxidase-Aktivität der sMMO (siehe Reaktion B3 in Abbildung 50) musste das ent-
stehende Wasserstoffperoxid entgiftet werden. Dafür wurde eine kommerziell erhältliche Ka-
talase zugegeben, die die Reaktionen ansonsten nicht beeinflusste [100]. Als gemeinsame 
Reaktionsbedingungen wurden aufgrund der vorangegangenen Charakterisierungen 40 °C und 
pH 8,5 gewählt. 
 
Abbildung 54: Reihenfolge der sequentiell in einem Kompartiment bei denselben Bedingungen von 
40 °C und pH 8,5 durchgeführten Enzymreaktionen. 
Die Kaskadenreaktion wurde in einem Flüssigvolumen von ca. 10 mL in einem Glasvial als 
Reaktor durchgeführt, welches durch einen Heizmantel auf 40 °C temperiert wurde. Die Flüs-
sigphase wurde zunächst mit Methan-Gas gesättigt und das System dann geschlossenen (ge-
naue Durchführung siehe Kapitel 2.4.9). Mit Spritze und Kanüle wurden die Enzyme, Sub-
strate und Cofaktoren wie in Tabelle 40 gezeigt nacheinander über das Septum des Deckels 
zugegeben. Gleichzeitig wurde das gleiche Volumen aus der Gasphase entnommen, um eine 
Veränderung des Druckes und damit veränderter Verteilung der flüchtigen Substanzen zwi-
schen Flüssig- und Gasphase zu vermeiden. 
Tabelle 40: Sequentielle Zugabe von Enzymen, Substraten und Cofaktoren. Das Startvolumen im 
Reaktor betrug 8 mL Puffer mit pH 8,5. 
Abschnitt (s.  
Abbildung 55) 
Teilreaktion(en) 
(s. Abbildung 54) 
Enzym-/Substrat-
/Cofaktorzugabe 
Zugegebenes 
Volumen [mL] 
0 --- 52 µmol Methanol 0,5 
1 1 471 nmol MDH, 50 µmol NAD+ 1,5 
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Fortsetzung von Tabelle 40 
2 2 10 nmol sMMO, 2 mg Katalase 0,332 
3 2 20 nmol sMMO 0,264 
4 2 10 µmol NADH 0,1 
5 3 70 nmol FDM 0,95 
6 3 50 µmol Formaldehyd 0,5 
7 3 50 µmol Formaldehyd 0,5 
 
Reaktionsverlauf 
Der Reaktionsverlauf wurde über online-Massenspektrometrie verfolgt. Die Rohdaten dieser 
Methode lagen als Ionenströme verschiedener Masse-/Ladungsverhältnisse (m/z) vor. Methan 
wurde über m/z 13 und Methanol über m/z 31 detektiert. Um systembedingte Schwankungen 
der Messsignale zu eliminieren, wurden die Ionenströme von m/z 13 und 31 auf den jeweils 
aktuellen Ionenstrom von m/z 18 bezogen, welche für Wasser steht. Den Zeitverlauf der rela-
tiven Ionenströme zeigt Abbildung 55, eingeteilt in die Abschnitte 0 bis 7 laut Tabelle 40. 
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Abbildung 55: Zeitverlauf der relativen Ionenströme von m/z 13 ( Methan, schwarz) und 31 ( 
Methanol, grau) bezogen auf m/z 18, welches Wasser entspricht.  
Der Verlauf kann in 8 Abschnitte unterteilt werden, zu deren Beginn jeweils die in Tabelle 40 gezeigte 
Menge an Enzymen, Substraten oder Cofaktoren zugegeben wurde. 
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Aus den relativen Ionenströmen wurden über eine Kalibrierung (siehe Anhang) die Methan- 
und Methanolkonzentrationen berechnet. Da sich das Flüssigvolumen aufgrund der Fed-
Batch-Fahrweise änderte, wurden die absoluten Stoffmengen zur Bewertung der Reaktionen 
herangezogen. Dazu mussten die Messwerte in zweierlei Hinsicht modifiziert werden.  
Erstens waren die Sprünge der Messignale beim Übergang zwischen den einzelnen Phasen 
nur teilweise erklärbar. Eine Abnahme war damit zu begründen, dass bei Flüssigkeitszugabe 
das gleiche Volumen aus der Gasphase entnommen wurde und somit ein Teil der flüchtigen 
Komponenten verloren ging. Die Quantifizierung des Verlustes wäre aufgrund der begrenzten 
Messtechnik sehr ungenau und wurde nicht durchgeführt. Zu mehreren Zeitpunkten wurde 
eine Zunahme der Messsignale vor allem von Methanol beobachtet, obwohl kein Methanol 
zugegeben wurde. Der Grund dafür konnte nicht identifiziert werden. Um Aussagen über die 
Veränderung der Methan- und Methanolstoffmengen machen zu können, wurden die Kurven 
geglättet. Zu Beginn jedes neuen Abschnitts wurde ein Offset aus der Differenz zum vorheri-
gen Abschnitt abgezogen. 
Zweitens musste der Verlust der flüchtigen Komponenten aufgrund der massenspektrometri-
schen Messung herausgerechnet werden. Es wurde von einem konstanten Verlust pro Zeitein-
heit über den gesamten Verlauf ausgegangen. Dieser wurde aus der negativen Steigung der 
Messignale für Methan und Methanol vor Beginn des Experiments über einen Zeitraum von 
7 min berechnet. Nur so konnte beurteilt werden, ob eine Veränderung des Messsignals auf 
eine Enzymreaktion zurückzuführen war. 
Die bereinigten Zeitverläufe der Methan- und Methanolstoffmengen zeigt Abbildung 56. Er-
kennbar sind die geglätteten Kurvenverläufe durch Eliminierung der Sprünge. Außerdem sind 
die Veränderungen der Stoffmengen nun auf die Enzymreaktionen zurückzuführen, da der 
Verlust aufgrund der Messtechnik abgezogen wurde. Der pH-Wert bei t = 0 min und nach 
Abbruch der Reaktionen bei t = 172 min wurde mittels pH-Sonde gemessen (siehe Durchfüh-
rung in Kapitel 2.4.9). Er fiel von 8,64 auf 7,87 ab. Zusätzlich wurde der aktuelle pH-Wert 
nach sMMO-Zugabe (Beginn Abschnitt 3) und FDM-Zugabe (Beginn Abschnitt 5) über Indi-
katorstäbchen abgeschätzt. Er lag jeweils bei ca. 8 – 8,5. Die Formaldehydstoffmenge war zu 
Beginn der Reaktion erwartungsgemäß etwa 0; am Ende lag sie bei 81,3 µmol. 
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Abbildung 56: Bereinigter Verlauf der absoluten Methan- und Methanolstoffmengen.  
Der pH-Wert zu den Zeitpunkten t = 0 min und t = 172 min (nach Abbruch des Experiments) wurde 
mittels pH-Sonde gemessen. Nach sMMO- und FDM-Zugabe (Beginn der Abschnitte 3 bzw. 5) wurde 
der pH-Wert mittels Indikatorstäbchen abgeschätzt. Die Formaldehydstoffmenge wurde über den 
Hach-Lange-Test gemessen (siehe Kapitel 2.4.9). 
Als nächstes musste beurteilt werden, ob eine signifikante Veränderung der Stoffmengen in 
den einzelnen Abschnitten zu beobachten war. Dazu wurden in jedem Abschnitt die Steigung 
und der Korrelationskoeffizient einer linearen Ausgleichsgeraden berechnet (Tabelle 41). Da-
neben wurde die Änderung der Stoffmenge Δn zwischen Beginn und Ende jedes Abschnitts 
berechnet und dargestellt. Grau markiert sind die Abschnitte, die eine signifikante Änderung 
von Methan- bzw. Methanolstoffmenge aufwiesen. Als Kriterium diente dazu ein Korrelati-
onskoeffizient von R² > 0,6. Wenn R² < 0,6 war, aber ein Δn ≥ 0,2 µmol berechnet wurde, 
wurde die Änderung ebenfalls als signifikant eingestuft. So wurden die Methanabnahme in 
Abschnitt 3 und 4 und die Methanolzunahme in Abschnitt 7 aufgrund von Δn und des Kur-
venverlaufs in Abbildung 56 als signifikant bewertet. Das relativ niedrige R² resultierte aus 
dem eindeutig nicht-linearen Verlauf.  
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Tabelle 41: Steigungen und Korrelationskoeffizienten der linearen Ausgleichsgeraden für jeden Abschnitt für Methan und Methanol. Außerdem ist die Differenz 
der Stoffmenge zwischen Beginn und Ende jedes Abschnitts gezeigt.  
Grau: Aufgrund von R² und Δn als signifikante Zu-/Abnahme bewertet. Die Methan-Abnahme in Abschnitt 3 und 4 und die Methanolzunahme in Abschnitt 7 
sind aus Abbildung 56 ersichtlich, aber der Zusammenhang ist nicht linear, so dass sich ein geringes R² ergibt; die Änderung der Stoffmenge Δn zeigt die Ab-
/Zunahme deutlich. 
    Methan Methanol 
Abschnitt 
Dauer 
[min] 
Enzym-
/Substratzugabe 
Steigung 
[µmol/min] R² 
n0 
[µmol] 
nEnd 
[µmol] 
Δn 
[µmol] 
Steigung 
[µmol/min] R² 
n0 
[µmol] 
nEnd 
[µmol] 
Δn 
[µmol] 
1 77,1 MDH, NAD+ -0,0005 0,02 10,67 10,69 0,02 -0,0170 0,83 52,44 50,39 -2,05 
2 7,6 sMMO, Katalase -0,0275 0,62 10,68 10,44 -0,25 -0,1514 0,96 50,34 49,25 -1,09 
3 11,7 sMMO -0,0291 0,45 10,36 9,94 -0,42 -0,3188 0,98 49,25 46,38 -2,86 
4 26,3 NADH -0,0072 0,27 9,99 9,54 -0,45 -0,3480 1,00* 47,46 43,11 -4,34 
5 11 FDM -0,0095 0,34 9,53 9,47 -0,06 -0,0447 0,68 42,80 42,64 -0,16 
6 9,2 Formaldehyd 0,0107 0,23 9,47 9,65 0,18 0,0550 0,68 42,84 43,05 0,20 
7 28,2 Formaldehyd -0,0060 0,43 9,66 9,50 -0,16 0,0210 0,16 42,96 44,62 1,67 
*Bei t = 110 bis 120 min. 
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Korrelation der erwarteten Enzymreaktionen mit den Kaskadenabschnitten 
Die Zielreaktionen wurden bereits in Abbildung 50 zusammen mit wahrscheinlichen Neben-
reaktionen von sMMO und MDH gezeigt. Die Reaktionen wurden in Tabelle 42 auf die ein-
zelnen Phasen der durchgeführten Kaskade übertragen. Die wichtigsten Beobachtungen wäh-
rend der Reaktionsdauer werden im Folgenden erläutert und bewertet. Die in rot dargestellten 
Nebenreaktionen von sMMO und MDH sind bisher nicht quantitativ charakterisiert, sodass 
die netto Kaskadenreaktion zum derzeitigen Stand nicht quantifizierbar ist.  
Tabelle 42: Erwartete Ziel- und Nebenreaktionen in den einzelnen Abschnitten, siehe Abbildung 50, 
katalysiert durch MDH (A), sMMO (B), Katalase (C) und FDM (D). 
Ab-
schnitt 
Enzym-
/Substratzugabe 
Zielreaktion(en) (Schwarz) 
Nebenreaktion(en) (rot) 
0 52 µmol Methanol --- 
1 471 nmol MDH (a),  
50 µmol NAD+ 
(A) CH3OH + NAD+  CH2O + NADH + H+ 
(A) CH2O + NADH + H+  CH3OH + NAD+ 
2 10 nmol sMMO (b),  
2 mg Katalase (c) 
(A) CH3OH + NAD+  CH2O + NADH + H+ 
(A1) CH2O + NADH + H+  CH3OH + NAD+ 
(B) CH4 + NADH + H+ + O2  CH3OH + NAD+ + H2O 
(B) CH3OH + NADH + H+ + O2  CH2O + NAD+ + H2O 
(B) NADH + 3 H+ + O2  NAD+ + 2 H2O 
(B) NADH + H+ + O2  NAD+ + H2O2 
(C) 2 H2O2  O2 + 2 H2O 
3 20 nmol sMMO (b) s. Abschnitt 2 
4 10 µmol NADH s. Abschnitt 2 
5 70 nmol FDM (d) (A) CH3OH + NAD+  CH2O + NADH + H+ 
(A) CH2O + NADH + H+  CH3OH + NAD+ 
(B) CH4 + NADH + H+ + O2  CH3OH + NAD+ + H2O 
(D) 2 CH2O  CH3OH + HCOOH 
(B) CH3OH + NADH + H+ + O2  CH2O + NAD+ + H2O 
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Fortsetzung von Tabelle 42 
  (B) NADH + 3 H+ + O2  NAD+ + 2 H2O 
(B) NADH + H+ + O2  NAD+ + H2O2 
(C) 2 H2O2  O2 + 2 H2O 
6 50 µmol Formaldehyd s. Abschnitt 5 
7 50 µmol Formaldehyd s. Abschnitt 5 
Die Methanolabnahme in Abschnitt 1 war eindeutig der MDH-Reaktion zuzuordnen. Eine 
Methanabnahme wurde mit Zugabe der sMMO beobachtet (Abschnitte 2 bis 4). Ab Abschnitt 
5 nahm Methan nicht weiter ab, da die sMMO möglicherweise aufgrund der Temperatur von 
40 °C denaturierte. 
Die FDM wurde in Abschnitt 5 zugegeben. Ab hier sollte die Methanolbildung zunehmen. 
Insgesamt wurde immer noch eine Methanolabnahme beobachtet, die geringer war als in den 
vorigen Abschnitten. Dies könnte einerseits auf Methanolbildung durch die FDM zurückzu-
führen sein. Andererseits kann auch weniger Methanolverbrauch durch die sMMO und ggfs. 
MDH ursächlich gewesen sein.  
Eine netto Methanolbildung wurde in den Abschnitten 6 und 7 gemessen, in welchen Formal-
dehyd zugegeben wurde. Theoretisch kann Formaldehyd durch die FDM oder die MDH um-
gesetzt worden sein. Durch die Zugabe von 10 µmol NADH in Abschnitt 4 stand wahrschein-
lich trotz dessen Verbrauch in den vorigen Abschnitten noch genügend NADH zur Verfü-
gung, um die Rückreaktion der MDH zur ermöglichen. Nach den bis dahin vergangenen 
134 min Reaktionszeit könnte die MDH allerdings bereits denaturiert sein. Außerdem ist die 
Aktivität der FDM generell deutlich größer als die der MDH (FDM angegeben in U/mg vgl. 
MDH in mU/mg). Wahrscheinlich ist der Großteil der Formaldehydabnahme daher auf die 
FDM-Reaktion zurückzuführen.  
Ein weiteres Indiz dafür ist der niedrigere pH-Wert von 7,87 am Ende des Experiments im 
Vergleich zu 8,64 zu Beginn (gemessen mit pH-Sonde), was auf Ameisensäurebildung durch 
die FDM hindeutet. Der ungefähre pH-Wert wurde nach sMMO- und FDM-Zugabe durch 
Indikatorstäbchen abgeschätzt und betrug jeweils 8-8,5. Mit Indikatorstäbchen abgeschätzt lag 
der pH-Wert am Ende des Experiments bei ca. 8, was mit dem Wert der pH-Sonde überein-
stimmt. Der pH-Abfall trat demnach hauptsächlich nach FDM-Zugabe auf.  
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Insgesamt wurden 1,12 µmol Methan verbraucht. Die Methanolabnahme lag bei 10,5 µmol 
(Abschnitte 1 bis 5) und 1,87 µmol Methanol wurden gebildet (Abschnitte 6 und 7). Das Ziel 
wäre eine höhere Methanabnahme und eine deutlich höhere Methanolzunahme als –abnahme. 
Außerdem sollten Methanol und Formaldehyd nicht und die Cofaktoren nur in katalytischen 
Mengen zugegeben werden müssen. Die Ergebnisse und die resultierende Bewertung der an-
gestrebten Kaskade werden in Kapitel 4.8 diskutiert. 
3.3.2 Eignung der FDM zum Umsatz einer Formaldehydlösung aus der Methan-
Partialoxidation 
Die zweite Redoxkaskade in dieser Arbeit beinhaltet im ersten Schritt die Partialoxidation von 
Methan zu Formaldehyd über heterogene Katalyse. Das gasförmig gewonnene Formaldehyd 
wurde in einer Kühlfalle in Wasser gelöst. Dieser Teilprozess wurde vom Leibniz-Institut für 
Katalyse LIKAT, AG Anorganische Funktionsmaterialien, Dr. S. Wohlrab in Rostock durch-
geführt. In der vorliegenden Arbeit wurde die so bereitgestellte Formaldehydlösung auf ihre 
Zusammensetzung analysiert und mithilfe der FDM zu Methanol und Ameisensäure umge-
setzt. Die Eignung der FDM dafür wurde bewertet, indem die Reaktion unter identischen Be-
dingungen mit einer Referenz-Formaldehydlösung durchgeführt wurde. Verglichen wurden 
Substratverbrauch und Produktbildung, sowie Umsatz, Ausbeute und Selektivität. Zuletzt 
sollte die in Kapitel 3.2.5 aufgestellte Geschwindigkeitsgleichung der FDM-Reaktion zur 
Modellierung dieser Umsetzung herangezogen werden. 
3.3.2.1 Zusammensetzungsanalyse der Formaldehydlösung aus der Methan-Oxidation 
Zunächst wurde die Formaldehydlösung aus Methan-Oxidation auf ihre Zusammensetzung 
hin analysiert, da lediglich eine ungefähre Formaldehydkonzentration bekannt war. Mögliche 
Nebenprodukte oder Verunreinigungen aus der heterogenen Katalyse könnten zur Inhibierung 
der FDM führen. Die Konzentrationen der möglichen Oxidationsprodukte Methanol, Formal-
dehyd und Ameisensäure wurden über HPLC analysiert (siehe Kapitel 2.5.5). Den größten 
Anteil stellte Formaldehyd mit 0,17 M. Daneben waren Spuren von Methanol enthalten 
(6,3 mM); Ameisensäure wurde nicht detektiert. Daneben trat im HPLC-Chromatogramm 
eine unerwartete Substanz bei einer Retentionszeit von 22,9 min auf (nicht gezeigt).  
Zur Identifizierung der Substanz wurden Headspace-GC-MS und HPLC-MS durchgeführt 
(Zentrale Analytik, Fraunhofer IGB, Methoden siehe Kapitel 2.5.8 und 2.5.9). Die Head-
space-GC-MS detektierte Aceton als Bestandteil der Probe bei einer Retentionszeit von 
1,79 min. Mittels der eingangs durchgeführten HPLC-Methode konnte der beobachtete Peak 
eindeutig Aceton zugeordnet werden und eine Konzentration in der Stammlösung von 10 mM 
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bestimmt werden. Als weitere Bestandteile der Stammlösung wurden aufgrund der HPLC-
MS-Messung verschiedene polymere Formen des VOx-Katalysators der Chemokatalyse ver-
mutet (Masse-/Ladungsverhältnis m/z 85; 151; 181 + n*68). Die Zusammensetzung der Lö-
sung und die Arbeitskonzentrationen in den Reaktionsansätzen sind in Tabelle 43 zusammen-
gefasst.  
Tabelle 43: Zusammensetzung der Formaldehyd-Stocklösung aus Methan-Oxidation und die Arbeits-
konzentration in den Reaktionsansätzen. n.a. – nicht analysiert. 
Substanz Stock-Konzentration Arbeitskonzentration 
Formaldehyd 0,17 M 0,10 M 
Methanol 6,3 mM 3,7 mM 
Aceton 10 mM 6,4 mM 
VOx-Spezies (vermutet) n.a. n.a. 
3.3.2.2 Umsetzung der Formaldehydlösung aus der Methan-Oxidation 
Die Reaktionen wurden wie in Kapitel 2.5.3 beschrieben angesetzt und durchgeführt (Zeitver-
läufe siehe Abbildung 57). Die Formaldehydlösung aus der Methan-Oxidation mit einer 
Stockkonzentration von 0,17 M wurde durch die Versetzung mit Pufferkomponenten und En-
zym auf ca. 0,1 M verdünnt. Daher wurde auch die Referenz-Formaldehydlösung in dieser 
Startkonzentration eingesetzt. 
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Abbildung 57: Umsatz zweier unterschiedlicher Formaldehydlösungen mittels der gereinigten FDM 
J3 bei 45 °C und pH 8 [74]. Es sind Mittelwerte mit Standardabweichungen der Duplikate gezeigt. 
A – Referenzlösung (Carl Roth, siehe Tabelle 4); B – Formaldehydlösung aus der Methan-
Partialoxidation (siehe Tabelle 4).  
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Der Zeitverlauf unter Verwendung der Referenzlösung (Abbildung 57A) und des Formalde-
hyds aus Methan-Oxidation (Abbildung 57B) waren nahezu identisch. Nach 5 min Reaktions-
zeit waren 58% des Referenz-Formaldehyds und 56% des Formaldehyds aus Methan-
Oxidation umgesetzt worden. Nach 50 min lagen in beiden Ansätzen vergleichbare Produkt-
konzentrationen vor: 0,039 mM Methanol und 0,050 mM Formiat (FormaldehydReferenz) bzw. 
0,040 mM Methanol und 0,048 mM Formiat (FormaldehydMethan). Die Acetonkonzentration in 
den Ansätzen mit Formaldehyd aus der Methan-Oxidation schwankte etwas mit leicht abneh-
mender Tendenz und teilweise großen Abweichungen zwischen den Doppelbestimmungen 
(nicht gezeigt). 
Aus den Substrat- und Produktkonzentrationen nach 50 min Reaktion wurden Umsatz, Aus-
beute und Selektivität berechnet (Tabelle 44, Berechnungen siehe Kapitel 2.4.8). Alle Werte 
sind für die Ansätze mit Referenz-Formaldehyd und Formaldehyd aus der Methan-Oxidation 
vergleichbar. Der Umsatz des Formaldehyds war unabhängig von dessen Quelle mit 92-93% 
fast vollständig. Für Ameisensäure wurde die maximal mögliche Ausbeute erreicht. Bei Me-
thanol lagen die gemessenen Werte etwas niedriger. Die Selektivität bezieht die gebildete 
Produktmenge auf das umgesetzte Substrat. Theoretisch beträgt sie für beide Produkte je 50% 
und die Summe aller Produkte muss 100% ergeben. Die Selektivität für Methanol liegt etwas 
darunter und die für Ameisensäure etwas darüber. 
Tabelle 44: Umsatz X des eingesetzten Formaldehyds, Ausbeute Y und Selektivität S der Produkte 
Methanol und Ameisensäure bei Verwendung der Referenzlösung bzw. der Formaldehydlösung aus 
der Methan-Partialoxidation als Substrat für die FDM [74].  
Die Werte wurden nach 50 min Reaktionszeit als Mittelwert mit Standardabweichung der Doppelbe-
stimmungen berechnet.  
Referenzlösung  
Formaldehydlösung aus der 
Methan-Partialoxidation 
Umsatz XFormaldehyd [%] 92,3 ± 0,9 93,4 ± 0,1 
Ausbeute YMethanol [%] 80,6 ± 5,4 85,3 ± 2,7 
Ausbeute YAmeisensäure [%] 102,6 ± 2,8 103,7 ± 1,2 
Selektivität SMethanol [%] 43,6 ± 2,5 45,7 ± 1,4 
Selektivität SAmeisensäure [%] 55,6 ± 2,0 55,5 ± 0,7 
Die neben Formaldehyd enthaltenen Substanzen aus Tabelle 43 hatten in den angegebenen 
Konzentrationen keine Auswirkung auf die Reaktion. Die FDM konnte beide Substrate mit 
der gleichen Effizienz umsetzen. Formaldehyd wurde annähernd vollständig umgesetzt. Die 
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erzielten Produktkonzentrationen lagen nah an den theoretischen Werten. Das Formaldehyd 
aus der Methan-Partialoxidation eignet sich demnach gut für den Umsatz durch die FDM. 
3.3.2.3 Modellierung der Enzymreaktion 
Die vorangegangene enzymkinetische Charakterisierung der FDM inklusive Produkthem-
mung (siehe Kapitel 3.2.5) sollte der Modellierung der Umsetzung von Formaldehyd aus der 
Methan-Partialoxidation durch die FDM dienen (Progresskurve in Abbildung 57). In diesem 
Kapitel wurde das enzymkinetische Modell zur Simulation des Zeitverlaufs eingesetzt. Mit 
einem solchen Modell kann eine effiziente Prozessauslegung erfolgen. 
Gleichzeitig sollte die Simulation die Gültigkeit des abgeleiteten Modells für die vollständige, 
gemischte Hemmung durch Methanol und Ameisensäure zeigen. Wie in Kapitel 4.7 erläutert, 
wurden darin die Inhibierungskonstanten aus dem Hanes-Woolf-Verfahren eingesetzt 
(Tabelle 35).  
In den Messdaten war erkennbar, dass die Substratkonzentration nicht bis auf 0 abnahm, d.h. 
die FDM konnte mit der Zeit immer weniger Substrat umsetzen. Die Geschwindigkeitsglei-
chung für vollständige gemischte Hemmung durch zwei Inhibitoren (siehe Kapitel 4.7, For-
mel 15) konnte den Kurvenverlauf zunächst nicht abbilden (nicht gezeigt). Der simulierte 
Verlauf näherte sich entgegen den Messdaten 0 an. Die Enzymaktivität nahm also vermutlich 
im Laufe der Reaktion stärker ab, als es die Produkthemmung nach Formel 15 beschreibt. 
Synergistische Effekte durch die Kombination der Produkte in diesem Konzentrationsbereich 
wurden experimentell nicht beobachtet (siehe Kapitel 3.2.5.5). Auch eine zusätzliche irrever-
sible Hemmung durch die Produkte war untersucht und ausgeschlossen worden (siehe Kapitel 
3.2.5.5).  
Viele Enzyme zeigen eine temperaturabhängige exponentielle Aktivitätsabnahme, die einer 
Denaturierungskinetik erster Ordnung folgt [58, 101, 102]; kennzeichnend ist dafür die Zeit-
konstante kd (Gleichung in Formel 16). Daher wurde der passende Term in Formel 16 einge-
führt  und diese für die Kurvenanpassung verwendet. 
vReaktion=vP, FDM*e-kd*t 
vReaktion –  Modell für die Reaktionsgeschwindigkeit bei Umsetzung von Formaldehyd aus der Methan-
Partialoxidation durch die FDM 
vP, FDM –  Modell für die Reaktionsgeschwindigkeit der FDM mit vollständiger gemischter Produkt-
hemmung (siehe Formel 15) 
kd –  Zeitkonstante für die Denaturierung der FDM 
Formel 16: Geschwindigkeitsgleichung zur Beschreibung der Formaldehyd-Dismutation durch die 
FDM, basierend auf dem Modell der vollständigen gemischten Produkthemmung (Formel 15) und 
einfacher exponentieller Inaktivierung des Enzyms erster Ordnung (temperaturabhängig). 
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In diese Gleichung wurden die berechneten Inhibierungskonstanten aus dem Hanes-Woolf-
Verfahren (siehe Tabelle 35) sowie die Parameter KmFA, kcat (siehe Tabelle 36) und [E0] = 
0,591 µM FDM als Konstanten eingesetzt. Der Parameter kd wurde durch die Anpassung der 
Gleichung an die experimentell gemessene Formaldehydkonzentration mit GraphPad Prism 7 
berechnet (Abbildung 58A) und ergab sich zu 0,06715 ± 0,00099 min-1 (R² = 0,9995). Dies 
entspricht einer Halbwertszeit von 10,3 min. Der Verlauf der Produktkonzentrationen wurde 
anschließend über die Stöchiometrie der Reaktion berechnet. Zum Vergleich wurde in Formel 
16 anstelle der Gleichung für vollständige, gemischte Produkthemmung die einfache Michae-
lis-Menten-Gleichung eingesetzt und der Kurvenverlauf mit denselben Parameterwerten 
nachgebildet (siehe Abbildung 58B). Der Korrelationskoeffizient lag dafür bei R² = 0,9799. 
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Abbildung 58: Simulierte Zeitverläufe und Vergleich mit Messdaten der Formaldehyd-Dismutation 
durch die FDM mit der Substratlösung aus der Methan-Partialoxidation, Daten aus Abbildung 57B. 
Die Messpunkte entsprechen den Mittelwerten mit Standardabweichungen der in Doppelbestimmung 
durchgeführten Enzymreaktionen. 
In A wurde das Modell für vollständige, gemischte Hemmung durch zwei Inhibitoren und exponentiel-
ler Denaturierung erster Ordnung angewendet (Formel 15 und Formel 16, Inhibierungskonstanten 
siehe Tabelle 35). In B wurde die Michaelis-Menten-Gleichung ohne Produkthemmung in Verbindung 
mit der exponentiellen Denaturierung erster Ordnung verwendet. A – R² = 0,9995; B – R² = 0,9799. 
Anhand des Korrelationskoeffizienten war abzulesen, dass Formel 16 die gemessene Formal-
dehydabnahme sehr gut abbilden konnte (Abbildung 58A). Dagegen war die Abweichung 
zwischen simuliertem und tatsächlichem Verlauf bei Verwendung des Modells ohne Produkt-
hemmung größer (Abbildung 58B). Die Gleichung der vollständigen gemischten Hemmung 
durch Methanol und Formiat mit den berechneten Inhibierungskonstanten konnte den Kur-
venverlauf also besser abbilden als die reine Michaelis-Menten-Gleichung. Die Produktkon-
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zentrationen lagen in diesem Experiment deutlich unterhalb der Inhibierungskonstanten. 
Trotzdem musste auch hier schon die Produkthemmung im Modell berücksichtigt werden. 
Zukünftig sollten höher konzentrierte Formaldehydlösungen aus der Methan-Oxidation ver-
wendet werden (siehe Kapitel 4.9), was diesen Effekt noch verstärken wird. 
Basierend auf dem Modell der vollständigen, gemischten Produkthemmung konnte also ein 
Modell für die Umsetzung der Formaldehydlösung aus der Methan-Partialoxidation durch die 
FDM aufgestellt werden. Die Gültigkeit und die Bedeutung des Modells für eine Prozessaus-
legung werden in Kapitel 4.10 und 4.11 diskutiert. 
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4 Diskussion 
Die Doktorarbeit beschäftigte sich mit der Formaldehyd-Dismutase (FDM) und ihrer Eignung 
für technische Enzymprozesse. Trotz einiger Vorteile wie der integrierten Cofaktor-
Regenerierung, einfacher Expression in E. coli und hoher Formaldehydtoleranz wird die FDM 
momentan nicht in industriellen Prozessen eingesetzt. Um ihre Nutzbarkeit zu erhöhen, wur-
den in der vorliegenden Arbeit verschiedene Lücken identifiziert und geschlossen (siehe Ziel-
setzung in Kapitel 1.3 und Ergebnisse in Kapitel 3). Die wichtigsten Ergebnisse werden im 
Folgenden diskutiert und bewertet. 
4.1 Die FDM in Pseudomonas putida J3 und Vergleich mit der FDM F61 
Die Fähigkeit von P. putida F61, A2 und J3 zum Formaldehydabbau wurde bereits in voraus-
gegangenen Arbeiten auf die Präsenz einer Formaldehyd-Dismutase (FDM) zurückgeführt [9, 
22, 103]. In diesen Arbeiten wird die FDM als Homotetramer mit einem Molekulargewicht 
von 44-45 kDa pro Untereinheit beschrieben [9, 25]. Pro Untereinheit hat sie einen NAD-
Cofaktor fest, aber nicht kovalent gebunden, der als Elektronenüberträger für die Dismutati-
onsreaktion dient [25]. Auch die gram-positiven Bakterienstämme Amycolatopsis methanolica 
und Mycobacterium gastri weisen ein Enzym auf, das die Dismutation von Formaldehyd kata-
lysiert [104]. Diese Enzyme unterschieden sich allerdings in Größe und Aminosäuresequenz 
deutlich von der FDM aus P. putida. Aufgrund ihrer hohen Ähnlichkeit zur Methanol-
Dehydrogenase aus Bacillus methanolicus [87, 92] wurde ihre Rolle in vivo eher in der Me-
thanol-Oxidation vermutet [104]. 
Die FDM wie sie in P. putida F61 [3, 13] und J3 [9, 65] identifiziert wurde, scheint ein sehr 
seltenes Enzym zu sein, welches nur in einigen wenigen hoch spezialisierten P. putida Stäm-
men vorkommt. Ganze Zellen von P. putida IOFA1 und A2 zeigten ebenfalls eine Formalde-
hyd-Dismutations-Aktivität [22, 23]. Jin et al. analysierten das Transkriptionsprofil von P. 
putida IOFA1 in Anwesenheit von Formaldehyd [23], was auf die Existenz eines fdm-Gens 
hinwies. Die Sequenz der putativen fdm aus P. putida IOFA1 wurde in dieser Publikation 
jedoch nicht gezeigt. 
Die Formaldehyd-abbauenden Hefen Debaryomyces vanriji und Trichosporon penicillatum 
exprimierten keine FDM [20]. In D. vanriji verläuft der Formaldehyd-Abbau über eine For-
maldehyd-Dehydrogenase [103]. Auch andere Pseudomonaden wie P. aureofaciens, P. di-
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muta, P. fluorescens, P. fragi oder P. stutzeri sowie die Typstämme P. putida VM15A und 
IFO12653 bildeten keine FDM [3].  
Die Seltenheit des fdm-Gens wurde durch Datenbankrecherchen weiter bestätigt. In der NCBI 
Genome Datenbank sind 65 Genome von P. putida Stämmen gelistet, davon 18 als vollstän-
dige Genome, 9 als „scaffold“ und 38 als „contig“ (Stand 21.10.2016 [105]). Eine BLASTN-
Suche nach sehr ähnlichen Sequenzen zur fdm J3 innerhalb dieser Genome ergab lediglich ein 
Resultat. Hierbei handelte es sich um die Sequenz der fdm F61 (L25862.1). Dasselbe Ergebnis 
brachte die BLASTN-Suche innerhalb der „non-redundant nucleotide collection“ über alle 
Spezies. In der UniProtKB Datenbank wurde mit der Aminosäuresequenz der FDM J3 als 
Suchanfrage nur ein bestätigter („reviewed“) Eintrag gefunden. Dieser gehörte zur FDM F61 
(Q52078, 99.7% Identität). Daneben wurde ein nicht-bestätigter („unreviewed“) Eintrag ge-
funden, der eine putative Aldehyd-Dismutase aus Sinorhizobium sp. GL2 mit 91.4% Überein-
stimmung beschreibt (A0A0T6Z3L7, übersetzt aus „whole genome shotgun“ Daten). Für die-
ses Protein gibt es bislang keinen experimentellen Nachweis. Weitere nicht-bestätigte Einträ-
ge mit <65% Identität waren zumeist als Formaldehyd-Dehydrogenase gekennzeichnet.  
Bisher wurden nur die FDM-Varianten aus F61 und J3 als Enzyme isoliert [3, 9]. Die Gense-
quenz der fdm F61 wurde zusammen mit einer Charakterisierung des heterolog exprimierten 
Enzyms von Yanase et al. publiziert [13]. Die FDM J3 war bislang nur aus Rohextrakten von 
P. putida J3 isoliert und auf Enzymebene charakterisiert worden [9]. In der vorliegenden Ar-
beit wurde das zugehörige Gen durch gene fishing isoliert, sequenziert und mit dem Gen der 
fdm F61 verglichen. Die Sequenz wurde in der Datenbank Genebank veröffentlicht (Accessi-
on number KX599283). 
Die Gensequenzen von fdm J3 und F61 unterschieden sich in 15 Nukleotiden, die übersetzten 
Aminosäuresequenzen an einer Position. Die sehr hohe Ähnlichkeit zeigte die enge Ver-
wandtschaft der Enzyme. Somit war eine hohe Übereinstimmung in den katalytischen Eigen-
schaften war zu erwarten. Die abweichende Aminosäure an Position 156 (Glu in F61 vs. Ala 
in J3, siehe Anhang) wurde über die publizierte Röntgenstruktur der FDM F61 [32] an der 
Oberfläche des gefalteten Enzyms lokalisiert (PDB-Identifier 2dph). Das aktive Zentrum der 
beiden Varianten schien demnach identisch zu sein. Die vergleichbare spezifische Aktivität 
der beiden gereinigten Enzyme von 260 U/mg (F61) und 224 U/mg (J3) in der vorliegenden 
Arbeit bestätigte dies (siehe Kapitel 3.1.9). Einen geringen Unterschied zeigte sich im berech-
neten isoelektrischen Punkt (pI) von 5,66 (F61) und 5,75 (J3). 
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Die physiologische Rolle der FDM ist noch nicht endgültig geklärt. Aufgrund des hohen Km-
Werts ([3] und diese Arbeit) erreicht sie ihre maximale Aktivität erst bei hohen Formaldehyd-
konzentrationen. Dies deutet eher auf eine detoxifizierende Funktion hin als auf eine zentrale 
Rolle im Energiestoffwechsel [3, 23]. Der fest-gebundene NAD-Cofaktor und dessen Regene-
rierungsmechanismus erlauben dem Enzym den Formaldehydabbau unabhängig vom cytoso-
lischen NAD+/NADH Verhältnis. Für den Energiestoffwechsel kann die FDM deshalb keine 
Reduktionsäquivalente bereitstellen. Ein Vorteil der Dismutationsreaktion im Hinblick auf die 
Detoxifizierung ist die Halbierung der Stoffkonzentrationen (2 Formaldehyd werden zu je 1 
Methanol und Ameisensäure). Einerseits wird das für Makromoleküle in der Zelle aufgrund 
seiner quervernetzenden Reaktivität toxische Formaldehyd abgebaut. Zusätzlich ist die Kon-
zentration der Produkte und dadurch deren jeweilige inhibierende Effekt nur noch halb so 
groß. 
4.2 Bewertung der Expressions- und Aufreinigungsmethode 
Um die FDM detailliert charakterisieren zu können, wurde in dieser Arbeit eine vereinfachte 
Expressions- und Aufreinigungsmethode etabliert. Dies wurde auch in [65] publiziert. Zur 
Expression wurde das E. coli Rhamnose (rha)-System dem lac- und tac-System aufgrund der 
höheren Ausbeute vorgezogen. Nachdem erstmals eine aktive getaggte Variante der FDM 
hergestellt werden konnte, wurde die FDM-6xHis über immobilisierte Metallchelat Affini-
tätschromatographie (IMAC) aufgereinigt. 
Das positiv regulierte E. coli rha-System ist für hohe Ausbeuten z.B. im Vergleich zum T7-
System bekannt [70, 106]. Besonders bei Genen, die zu einem hohen Anteil an unlöslichen 
Proteinaggregaten führen, erzielte das rha-System häufig bessere Ergebnisse [106]. Die im 
tac-System stark überexprimierte FDM wurde zu großen Teilen in der unlöslichen Pelletfrak-
tion detektiert [12]. In der vorliegenden Arbeit lag auch im rha-System ein Teil des Enzyms 
aggregiert vor. Trotzdem erzielte dieses die höchste Aktivität im Rohextrakt verglichen zu 
lac- und tac-System. Charakteristika des rha-Systems sind eine sehr niedrige Basalexpression 
und eine relativ langsame Antwort auf Induktion [68, 70]. Beides wurde auch bei der FDM-
Expression in dieser Arbeit beobachtet. Im Hinblick auf eine mögliche technische Nutzung 
der FDM bietet ihre Expression im rha-System vor allem folgende Vorteile: das System eig-
net sich für Hochzelldichtefermentationen, so dass eine hohe Raum-Zeit-Ausbeute ermöglicht 
wird und die Plasmidstabilität ist auch ohne Antibiotikazugabe sehr hoch [68, 70, 106]. 
Die Coexpression des Chaperons GroESL im rha-System konnte die spezifische Aktivität der 
FDM im Rohextrakt 1,8 fach (Wildtyp-FDM) bzw. 8,6 fach (FDM-6xHis) steigern. Yanase et 
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al. verwendeten dasselbe Chaperon und beobachteten im tac-System eine 2,7 fache Steigerung 
[12]. Der Anteil der FDM am Zellprotein betrug in der vorliegenden Arbeit etwa 11%, be-
rechnet aus der Masse gereinigten Enzyms aus dem Rohextrakt (siehe Tabelle 32). Yanase et 
al. isolierten 47 mg reine FDM aus 360 mg Gesamtprotein, was einen vergleichbaren Anteil 
von 13% darstellt. In der vorliegenden Arbeit sowie der Publikation von Yanase et al. wurde 
auch mit Chaperon-Coexpression ein Teil der FDM in unlöslicher Form detektiert. Der Anteil 
der löslichen, aktiven FDM von 11-13% am Zellprotein scheint hier die maximale Ausbeute 
darzustellen. Da es sich um ein Zink-abhängiges Enzym handelt, könnte der Zink-Gehalt des 
Nährmediums ein limitierender Faktor sein. In Kapitel 3.1.7 wurde dieser deshalb während 
der FDM-Expression untersucht. Im Stamm mit der höchsten FDM-Expression 
(BW3110/pJOE-J3-6xHis+pKY206) verblieben am Ende der Kultivierung noch 20% des 
vorgelegten Zinks im Nährmedium. Eine weitere Supplementation mit Zn2+ in dieser Arbeit 
brachte keine Vorteile. 
Bei Expression der FDM-6xHis war ein Teil des Chaperons unlöslich und wurde in der Pellet-
fraktion detektiert. GroESL war auf dem Plasmid pKY206 unter Kontrolle des cat Promoters 
codiert; das so exprimierte Chaperon kann bis zu 50% des Zellproteins ausmachen [71]. Um 
die Ressourcen der Zelle effektiver zu nutzen, könnte hier ein schwächerer Promoter vorteil-
haft sein, um die die Kapazität der Zelle verstärkt für die FDM-Expression zu nutzen. 
Im Gegensatz zum N-terminalen 6xHis-Tag [12] erlaubte der hier integrierte C-terminale Tag 
die Expression einer aktiven FDM. Die spezifische Aktivität der FDM-6xHis im Rohextrakt 
betrug 25% der Wildtyp-Variante. Ein Grund für die reduzierte Aktivität kann die Komplexie-
rung von Zink-Ionen durch die Histidin-Seitenketten sein. Die Faltung des Zink-abhängigen 
Tetramers kann dadurch gestört sein. Der Einsatz des Chaperons GroESL ist insbesondere für 
die FDM-6xHis sehr vorteilhaft. 
Die Bindetasche von GroEL kann Proteine von maximal etwa 60 kDa einschließen [107, 
108]. Mit ihrer Molmasse von ca. 45 kDa kann die FDM also wahrscheinlich darin aufge-
nommen werden. Das Tetramer mit ca. 180 kDa ist dagegen deutlich zu groß, um in der Bin-
detasche Platz zu finden. Die Untereinheiten-Assemblierung kann aber durch die räumliche 
Nähe zum Chaperon nach Faltung erleichtert werden. Dies wurde zum Beispiel für eine ho-
motetramere Alkohol-Dehydrogenase bei GroESL-Coexpression gezeigt [109]. Alternativ zu 
GroESL könnten sich auch Chaperone der DnaK/DnaJ-Familie positiv auf die FDM-Ausbeute 
auswirken. Diese Chaperone binden an das neu entstehende Protein während der Translation 
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und verhindern so das Aggregieren der Peptidkette [110]. Auch die Kombination von GroESL 
und DnaK/DnaJ ist denkbar, da beide Systeme direkt ineinander greifen [110]. 
Der 6xHis-Tag erlaubte die schnelle und einfache Ein-Schritt-Aufreinigung der FDM über 
IMAC. Der Zeitbedarf dafür lag bei etwa 4 h. Yanase et al. reinigten die Wildtyp-Variante 
über die Kombination von je zwei Ammoniumsulfat-Präzipitations- und Dialyseschritten und 
abschließender Anionenaustauschchromatographie auf. Der geschätzte Zeitbedarf dafür ist 
vor allem aufgrund der Dialyse-Schritte mit ca. 72 h deutlich höher. Mithilfe der IMAC konn-
te in dieser Arbeit sehr schnell und reproduzierbar eine ausreichende Menge reiner FDM für 
die anschließende enzymkinetische Charakterisierung bereitgestellt werden.  
Chaperone wie GroEL oder DnaK können an das Zielprotein binden, so dass in manchen Fäl-
len das Chaperon bei der Aufreinigung coeluiert [111, 112]. Um die ATP-abhängige Freiset-
zung der FDM von GroESL vor der Aufreinigung zu erreichen, inkubierten Yanase et al. den 
Rohextrakt mit ATP. In der vorliegenden Arbeit wurde durch ATP-Zugabe keine weitere 
Verbesserung der Aufreinigung erzielt, so dass dieser Schritt hier nicht notwendig war (siehe 
Kapitel 3.1.6 und 3.1.8). 
Die Ausbeute an FDM-Aktivität betrug in dieser Arbeit 25-27% (siehe Tabelle 32) und lag 
damit etwas unterhalb der Ausbeute von 41%, die von Yanase et al. berichtet wurde [12]. Ein 
Verlust des Enzyms in Durchfluss- und Waschfraktionen konnte aufgrund des SDS-Gels aus-
geschlossen werden. Möglich wäre ein Verlust von Zn2+-Ionen bzw. ein Austausch gegen 
Ni2+-Ionen während der Aufreinigung [113]. 
Abschließend kann die Expression der FDM im rha-System als sehr gut geeignet bewertet 
werden, sowohl im Labormaßstab wie in dieser Arbeit gezeigt, als auch im möglichen techni-
schen Maßstab. Die entwickelte schnelle, einfache Aufreinigungsmethode eignete sich sehr 
gut zur Gewinnung von reinem Enzym für die Charakterisierung im Labormaßstab. Diese 
steht auch zukünftig zur Verfügung, um das Enzym beispielsweise durch Mutagenese zu op-
timieren. Damit kann das Anwendungspotential der FDM auch im Anschluss an die Doktor-
arbeit  weiter erhöht werden. 
4.3 Stabilität der FDM 
In diesem Abschnitt wird die FDM im Hinblick auf ihre Lagerstabilität sowie ihre Prozesssta-
bilität diskutiert. Daraus werden Empfehlungen für ihre technische Nutzung abgeleitet. 
Insgesamt zeigte die FDM eine hohe Lagerfähigkeit. Nach Expression konnten die E. coli-
Zellpellets 102 Tage gelagert werden, ohne dass die daraus gewonnene FDM an Aktivität 
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verlor. Auch bei Lagerung des lyophilisierten Rohextrakts blieb die Aktivität nach anfängli-
chem Verlust durch den Einfriervorgang fast unverändert über 64 Tage erhalten. Im bei 4 °C 
gelagerten Rohextrakt wurde nach 18 Tagen immer noch die anfängliche spezifische Aktivität 
gemessen. Das gereinigte Enzym in Phosphatpuffer wies nach 13 Tagen bei 4 °C noch 43% 
der Ausgangsaktivität auf. Mit Zugabe von 50% Glyzerin war es bei -20 °C über mindestens 
166 Tage ohne Aktivitätsverlust stabil. Das Einfrieren der FDM resultierte mit Ausnahme der 
Lagerung in Zellpellets in etwa 25% Aktivitätsverlust. In dieser Arbeit wurde deshalb bevor-
zugt die Lagerung der Zellpellets bei -20 °C oder des gereinigten Enzyms in 50% Glyzerin 
bei -20 °C gewählt. Dies kann auch im größeren Maßstab einfach umgesetzt werden. 
 
Die Prozessstabilität der FDM wird hier für die Umsetzung der Formaldehydlösung aus der 
Methan-Partialoxidation betrachtet. Rückschlüsse darauf können aus dem Reaktionsmodell 
(siehe Kapitel 3.3.2.3) gezogen werden. Für die Durchführung der Reaktion wurden hier die 
Bedingungen gewählt, bei denen die höchste FDM-Aktivität beobachtet worden war (pH 8 
und 45 °C, siehe Kapitel 3.2.4). In Bezug auf die chemo-enzymatische Kaskade ist eine hohe 
Temperatur während der Enzymkatalyse vorteilhaft, da aus der Chemokatalyse Wärme zur 
Verfügung steht. Je weiter die Temperatur zwischen Chemo- und Enzymkatalyse absenkt 
werden muss, desto energieintensiver wird der Gesamtprozess durch die benötigte Kühlung.  
Zur korrekten Abbildung der Messwerte durch das Modell musste ein Denaturierungsterm für 
exponentielle Aktivitätsabnahme erster Ordnung eingeführt werden. Unter den Reaktionsbe-
dingungen in diesem Experiment denaturierte die FDM mit einer Rate von rund 0,067 min-1, 
was einer Halbwertszeit von 10,3 min entspricht. Viele Enzyme zeigen eine solche tempera-
turabhängige exponentielle Aktivitätsabnahme [58, 101, 102]. 
Trotz beginnender Inaktivierungsprozesse der FDM konnten innerhalb von 50 min 93% des 
Formaldehyds umgesetzt werden. Bei längeren Prozesszeiten kann die Temperatur ggfs. her-
abgesetzt werden, um die Inaktivierung zu vermeiden oder zu verlangsamen, allerdings auf 
Kosten der Umsatzrate. Alternativ kann die Immobilisierung eines Enzyms dessen Stabilität 
erhöhen [114], wie für die FDM schon gezeigt wurde [5]. Durch eine Mutagenese können 
zudem stabilere Enzymvarianten hervorgebracht werden [115, 116].  
4.4 Ermittlung von Km und kcat 
Die Formaldehyd-Dismutation durch die FDM kann durch die Gesetze von Michaelis-Menten 
beschrieben werden. Kato et al. zeigten dies 1983 erstmals für die Variante F61 [3]. Der Km-
Wert wurde dort aus der Auftragung nach Lineweaver-Burk mit Formaldehydkonzentrationen 
bis 1 M ermittelt; es wurde weder vmax noch kcat publiziert.  
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Die Variante FDM J3 wurde von Rodewyk ebenfalls enzymkinetisch betrachtet, allerdings 
nur in Rohextrakten [9]. Verlässliche Daten zur FDM können damit nur begrenzt erhoben 
werden. Insbesondere war dort die genaue Konzentration des Enzyms nicht bekannt, noch 
konnten die Verluste von Formaldehyd durch Reaktion mit Rohextraktbestandteilen berück-
sichtigt werden. Die FDM J3 in Rohextrakten von P. putida J3 oder E. coli wurde auch in der 
Arbeit von Stier verwendet [31]. Der Fokus lag dort auf der Prozessetablierung und Aufbau 
einer online-Messtechnik für die Prozessentwicklung zur Gewinnung von Methanol und 
Ameisensäure. Dafür wurden ausschließlich Rohextrakte verwendet. In der vorliegenden Ar-
beit wurde die gereinigte FDM J3 aus E. coli eingesetzt. 
In den genannten vorangegangen Arbeiten wurde die als Substrat verwendete Formaldehydlö-
sung durch Erhitzen von Paraformaldehyd unter Überdruck hergestellt. So konnten maximal 
1 M [3] bzw. ca. 330 mM [9] Formaldehyd für die kinetische Charakterisierung der FDM 
eingesetzt werden. Nachteilig waren hier die geringen Konzentrationen und das erneute Po-
lymerisieren des Formaldehyds mit der Zeit. Dagegen wurde in der vorliegenden Arbeit eine 
kommerziell erhältliche Lösung verwendet (siehe Tabelle 4), die mit 7,8 M deutlich höher 
konzentriert war. So konnte die Substratkonzentration bis zur Sättigung erhöht werden. Das 
Formaldehyd war hier ohne Stabilisatoren stabil und neigte nicht zur Polymerisierung. Die 
Lösung enthielt Spuren von Methanol (156 mM Methanol bei 7,8 M Formaldehyd), dessen 
Einfluss betrachtet werden muss. Bei der höchsten Formaldehydkonzentration von 3,3 M be-
trug die Methanolkonzentration 66 mM. Die kinetischen Parameter kcat und Km wurden mit 
Formaldehydkonzentrationen von maximal 1,33 M ermittelt, entsprechend 26 mM Methanol. 
Zur Abschätzung des inhibierenden Effekts dieser Methanolkonzentrationen wurde die Re-
duktion der FDM-Aktivität durch Methanol bei der geringsten Formaldehydkonzentration von 
133 mM betrachtet (siehe Abbildung 41). Hier reduzierten 100 mM Methanol die FDM-
Aktivität um 20%. Wenn ein linearer Zusammenhang angenommen wird, verursachen 66 mM 
Methanol 13% Hemmung und 26 mM Methanol etwa 5% Hemmung. Im Zuge der Beurtei-
lung der Formaldehydtoleranz der FDM in Kapitel 4.6 wird dies berücksichtigt. Bei allen wei-
teren kinetischen Charakterisierungen wurde die geringe Abweichung von 5% vernachlässigt. 
Zur Ermittlung der kinetischen Konstanten Kmapp, vmax und kcat wurden mehrere lineare und 
nicht-lineare Regressionsverfahren verwendet (siehe Kapitel 3.2.5.1). Linearisierungsverfah-
ren eignen sich vor allem dazu, Rückschlüsse auf Mechanismen wie Produkt- oder Sub-
stratinhibierungen zu ziehen; die Berechnung der kinetischen Parameter wird in der Regel 
durch nicht-lineare Regression genauer [117]. Die European Federation of Biotechnology 
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Section on Applied Biocatalysis (ESAB), genauer die STRENDA Initiative (Standards for 
Reporting Enzymology Data), empfiehlt die Auswertung kinetischer Daten bevorzugt durch 
nicht-lineare Regression, ggfs. auch durch Linearisierungsverfahren nach Hanes-Woolf und 
Eadie-Hofstee [77]. In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Linearisierung nach den Verfah-
ren von Lineweaver-Burk, Hanes-Woolf und Eadie-Hofstee sowie durch Integration der Mi-
chaelis-Menten-Gleichung. Die nicht-lineare Anpassung der Michaelis-Menten-Gleichung 
wurde über verschiedene Substratkonzentrationsbereiche durchgeführt. Außerdem wurde die 
Haldane-Gleichung mit Term für eine Substratüberschussinhibierung angepasst. Im Folgen-
den werden die Verfahren diskutiert und bewertet.  
Wie in Kapitel 3.2.5.1 erläutert, zeigte die Methode der integrierten Michaelis-Menten-
Gleichung für keine Substratkonzentration den erwarteten Kurvenverlauf. Dieses Verfahren 
ist nur anwendbar, wenn die sinkende Reaktionsgeschwindigkeit während der Reaktion allein 
auf die sinkende Sättigung des Enzyms mit Substrat zurückzuführen ist [61]. Phänomene wie 
Denaturierung oder Produktinhibierung müssen bei Verwendung der einfachen Michaelis-
Menten-Gleichung ausgeschlossen werden. Diese Bedingung ist im Falle der FDM-Reaktion 
nicht erfüllt (siehe Kapitel 4.7). Außerdem muss im Reaktionsverlauf ein sehr großer Sub-
stratkonzentrationsbereich auftreten (z.B. 0,1 Km bis 10 Km) [61]. Da der Km-Wert der FDM 
bei ca. 0,5 M liegt (siehe Tabelle 33), müsste zu Beginn der Reaktion ca. 5 M Formaldehyd 
vorgelegt werden. Das ist aufgrund der auftretenden Substrathemmung (siehe Kapitel 4.6) 
nicht möglich. Aus diesen Gründen wird die Methode der integrierten Michaelis-Menten-
Gleichung im Weiteren nicht berücksichtigt. 
 
Die Genauigkeit der weiteren Verfahren wird anhand des beobachteten Korrelationskoeffi-
zienten (siehe Tabelle 33) und anhand von Literatur [58, 117] beleuchtet. Die klassische Re-
gressionsmethode nach Lineweaver-Burk lieferte mit R² = 0,976 eine gute Korrelation zwi-
schen Ordinaten- und Abszissenwerten. Aus diesem Diagramm können Abweichungen von 
der Michaelis-Menten-Gleichung einfach abgelesen werden. So wichen die Ordinaten-Werte 
bei cFA > 1,33 M deutlich vom erwarteten Kurvenverlauf nach oben hin ab und verliefen 
asymptotisch in Richtung der Ordinate. Die reziprok aufgetragenen Daten sind demnach hö-
her, d.h. die ursprünglichen Reaktionsraten sind kleiner als zu erwarten war. Daraus wurde 
eine Substrathemmung bei cFA > 1,33 M gefolgert. Die kinetischen Parameter Km und vmax 
wurden daher nur im Bereich bis zu dieser Konzentration berechnet. 
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Zur Berechnung dieser Parameter eignet sich die Methode aufgrund der Ungleichverteilung 
der Fehler weniger [58]: Unter Annahme eines konstanten absoluten Fehlers weitet sich der 
Fehlerbereich mit größeren x-Werten durch die Kehrwertbildung (1/cS) stark aus. Ohne stär-
kere Gewichtung der niedrigen x-Werte (also hoher cS-Werte) kann das die berechneten Pa-
rameter Km und vmax verfälschen. Im Falle der FDM tritt bei hohen cS-Werten Substrathem-
mung auf, sodass die auswertbaren Messpunkte bei eher niedrigeren cS-Werten liegen. Auf-
grund dessen ist dies nicht die Methode der Wahl zur Parameterbestimmung.  
Beim Verfahren nach Eadie-Hofstee weitet sich der Fehlerbereich ebenfalls bei größeren x-
Werten stark aus (sichtbar in Abbildung 37C) [58]. Dazu war im Experiment das R² mit 0,89 
vergleichsweise gering. Auch diese Methode wurde für die Parameterbestimmung ausge-
schlossen. 
Eine ausreichend gleichmäßige Fehlerverteilung zeigt unter den Linearisierungsverfahren 
dasjenige nach Hanes-Woolf [58]. Allerdings ist der ermittelte Km-Wert hier stärker fehlerbe-
haftet, da er aus dem Schnittpunkt mit der Ordinate berechnet wird und dieser meist in der 
Nähe des Ursprungs liegt [117]. Der Korrelationskoeffizient war mit 0,987 der höchste unter 
den Linearisierungsverfahren.  
Der Korrelationskoeffizient der nicht-linearen Regression im nicht-substratinhibierten Bereich 
(Messwerte bei cFA ≤ 1,33 M) war mit 0,994 der insgesamt höchste Wert, d.h. bis 1,33 M ent-
sprach die Kinetik der FDM sehr gut der Michaelis-Menten-Gleichung. Aufgrund der auftre-
tenden Substrathemmung war die Korrelation bei Einbeziehung der höheren Substratkonzent-
rationen deutlich schlechter (siehe Kapitel 3.2.5.1).  
Die Genauigkeit der nicht-linearen Regression ist im Allgemeinen am höchsten, da die Feh-
lergrenzen gleichmäßig verteilt sind, die Variablen getrennt dargestellt werden und Fehler 
sich nicht aufgrund von sukzessiver Berechnung fortpflanzen [117]. Die berechneten Parame-
ter Kmapp = 0,544 M, vmax = 2770 U/mg und kcat = 2031 s-1 aus diesem Verfahren wurden da-
her als die realistischen Werte angenommen. Die unter den Linearisierungsmethoden zu be-
vorzugende Methode nach Hanes-Woolf ergab ebenfalls sehr ähnliche Werte. In diesem Falle 
eignete sich diese ebenfalls für die Berechnung. Die Werte aus den anderen Verfahren wichen 
wie erläutert stärker davon ab. 
4.5 Einordnung der kinetischen Parameter Km, vmax und kcat der FDM 
Wie in Kapitel 4.1 erläutert, ist die FDM ein hoch spezialisiertes Enzym, welches bislang nur 
in P. putida nachgewiesen wurde. Das Enzym war bisher nur unvollständig charakterisiert. 
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Die Ergebnisse einiger Arbeiten fasst Tabelle 45 im Vergleich mit den in dieser Doktorarbeit 
erhobenen Daten zusammen. Eine Formaldehyd-Dismutase-Aktivität wurde auch in der Me-
thanol-NDMA Oxidoreduktase (MNO) aus Amycolatopsis methanolica und Mycobacterium 
gastri nachgewiesen und enzymkinetisch charakterisiert [104]. 
Die FDM J3 wurde bisher nur im Rohextrakt enzymkinetisch charakterisiert. Da das Verhal-
ten des Enzyms im Rohextrakt stark von demjenigen des reinen Enzyms abweichen kann, 
werden diese Arbeiten hier nicht im Detail diskutiert. Vor allem Kreuzreaktionen mit anderen 
Extraktbestandteilen und die unbekannte FDM-Konzentration erschweren dort Rückschlüsse 
auf das reine Enzym.  
In Stiers Arbeit [31] wurde vmax in der Einheit mmol/min für die Simulation der Reaktion mit 
Rohextrakt angegeben und ist mit den hier präsentierten Daten nicht vergleichbar. Da die 
FDM-Konzentration nicht bekannt war, konnte kcat nicht berechnet werden. Der Km-Wert für 
die FDM J3 im Rohextrakt betrug mit 0,044 M ca. ein Zehntel des in dieser Arbeit für die 
reine FDM J3 gemessenen.  
Rodewyks Daten zur Enzymkinetik der FDM im Rohextrakt waren ebenfalls unvollständig, 
so dass Km abgeschätzt wurde (> 0,1 M) [9]. Wie bei Stier konnte kcat aufgrund der unbekann-
ten FDM-Konzentration im Rohextrakt nicht berechnet werden. 
Kato et al. (1983) bestimmten Km = 0,35 M für die gereinigte FDM F61 durch die Auftragung 
nach Lineweaver-Burk [3]. Wie in Kapitel 4.4 erläutert, wird diese Methode heute aufgrund 
bekannter Fehleranfälligkeit nicht mehr ohne Einschränkungen zur Ermittlung der kinetischen 
Parameter empfohlen. Der Wert liegt in der gleichen Größenordnung wie der in dieser Arbeit 
berechnete Wert von 0,544 M. Die Abweichung kann durch die unterschiedlichen Reaktions-
bedingungen und die Ungenauigkeit der Methode von Lineweaver-Burk verursacht worden 
sein. Der in der vorliegenden Arbeit aus dem Lineweaver-Burk-Verfahren lag mit 0,455 M 
näher am von Kato et al. publizierten Wert, wich aber immernoch davon ab. 
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Tabelle 45: Kinetische Parameter der Formaldehyd-Dismutation aus verschiedenen Arbeiten. 
Enzym (Organismus) Reaktionsbedingungen Parameter Quelle 
FDM (P. putida J3)1 pH 8; 45 °C 
0,033 M ≤ cFA ≤ 1,33 M 
vmax = 2770 U/mg 
Km = 0,544 
kcat = 2031 s-1 
Diese 
Arbeit 
FDM (P. putida J3)² Im Rohextrakt 
 
vmax = 1,73 mmol/min 
Km = 0,044 M 
[31] 
FDM (P. putida J3)³ Im Rohextrakt 
pH 6,8; Raumtemperatur 
cFA ≤ 0,33 M 
Km > 0,1 M [9] 
FDM (P. putida F61)4 pH 7; 30 °C 
0,025 M ≤ cFA ≤ 1 M 
Km = 0,35 M [3] 
Methanol:NDMA Oxi-
doreduktase (MNO) (Amy-
colatopsis methanolica)5 
pH 6,3; 30 °C Km = 0,0195 M 
vmax = 85 U/mg 
[104] 
Methanol:NDMA Oxi-
doreduktase (MNO) 
(Mycobacterium gastri)5 
pH 6,3; 30 °C Km = 0,0124 M 
vmax = 132 U/mg 
[104] 
1 nicht-lineare Regression, Formiatbildung in Abhängigkeit der Substratkonzentration 
² nicht-lineare Regression, aus Verlaufskurve der Methanolbildung unter Einsatz von 0,01-0,25 g/L 
Gesamtprotein (Rohextrakt) 
³ 0,009 mg/mL Gesamtprotein (Rohextrakt) 
4 Lineweaver-Burk-Plot, Formiatbildung in Abhängigkeit der Substratkonzentration 
5 lineare Regression, Formiatbildung in Abhängigkeit der Substratkonzentration 
Im Vergleich zu weniger verwandten Enzymen scheint der Km-Wert für Formaldehyd der 
FDM sehr hoch, d.h. die Affinität zu Formaldehyd eher gering zu sein. Bystrykh et al. wiesen 
für zwei Methanol-NDMA Oxidoreduktasen (MNO) eine Formaldehyd-Dismutase-Aktivität 
nach [104]. Diese Enzyme unterscheiden sich jedoch grundlegend von der FDM aus P. putida 
[9, 104]. Ihre Km-Werte liegen mit 0,0195 bzw. 0,0124 M deutlich unterhalb desjenigen der 
FDM. Die Substrataffinität gegenüber alternativen Substraten ist allerdings auch für diese 
Enzyme deutlich größer als die gegenüber Formaldehyd. Dies wurde auch im Falle der FDM 
für einige Alkohole bei der Alkohol:NDMA-Redoxreaktion beobachtet (zusammengefasst in 
Kapitel 1.2.4, Tabelle 2). Generell scheint die Affinität von Enzymen gegenüber Formaldehyd 
bei dessen Dismutation eher gering zu sein. 
Die Oxidation von Formaldehyd zu Formiat bei gleichzeitiger Reduktion eines Cofaktors ka-
talysieren diverse Formaldehyd-Dehydrogenasen (FalDH). Deren Km-Werte liegen z.B. bei 
1,14 mM (Debaryomyces vanriji), 0,39 mM (P. putida F61) [103], 0,067 mM (P. putida C-
83) [118] oder 0,1 mM (Arthrobacter P1) [119]. Die Substrataffinität ist hier demnach deut-
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lich höher als bei der FDM. Allerdings sind sie aus prozesstechnischer Sicht aufgrund der 
benötigten Cofaktor-Regenerierung von begrenztem Interesse. 
4.6 Toleranz der FDM gegenüber Formaldehyd 
Formaldehyd ist als quervernetzendes und daher inaktivierendes Agenz für Proteine bekannt 
[120, 121] und kann daher auch negative Auswirkungen auf die Aktivität der FDM haben. 
Die Toleranz der FDM gegenüber ihrem Substrat wurde untersucht, um die Grenzen eines 
technischen Prozesses diesbezüglich festlegen zu können. Bislang war die höchste eingesetzte 
Konzentration 1 M Formaldehyd, wobei noch keine Hemmung der FDM beobachtet wurde 
[3]. In dieser Arbeit wurde die Konzentration im Rahmen der enzymkinetischen Charakteri-
sierung bis 3,33 M erhöht. Wie in Kapitel 4.4 erläutert, enthielt die Formaldehydlösung Spu-
ren von Methanol, das ebenfalls einen inhibierenden Effekt verursachen kann. Die Hemmung 
durch Methanol betrug bei Formaldehydkonzentration von 1,33 bis 3,33 M etwa 5-13%, was 
den starken bis vollständigen Aktivitätsverlust nicht erklären kann. Ein starker hemmender 
Effekt durch Formaldehyd lag demnach nahe und wird im Folgenden diskutiert. 
Eine Substrathemmung oder Inaktivierung des Enzyms durch Formaldehyd war bei der Auf-
tragung von v0 über cFA erkennbar (Abbildung 36), da die Messwerte für v0 zwischen 1,33 
und 2,33 M Formaldehyd absanken anstatt sich asymptotisch an vmax anzunähern. Bei 2,67 M 
Formaldehyd und höher wurde keine Produktbildung mehr gemessen. Zur Beschreibung einer 
Substrathemmung kann die Haldane-Gleichung verwendet werden [58]. Diese Gleichung 
nimmt das Substrat als unkompetitiven Inhibitor an, der an den Enzym-Substratkomplex bin-
det, so dass zwei Substratmoleküle am Enzym gebunden sind. Es wurde der Bereich bis 
2,33 M Formaldehyd zur Kurvenanpassung gewählt. Die Güte war mit R² = 0,757 niedrig. 
Der ermittelte Wert für KiS lag bei 2,6*1020 M, was nicht die oben beschriebenen Beobach-
tungen widerspiegelt. Wahrscheinlicher als eine reversible Hemmung durch Formaldehyd ist 
die irreversible Inaktivierung des Enzyms bei hohen Konzentrationen. Formaldehyd kann mit 
verschiedenen funktionellen Gruppen Bindungen eingehen, so dass das Spektrum an mögli-
chen Reaktionen in Proteinen sehr komplex ist [121].  
Für die FDM war die bislang höchste eingesetzte Formaldehydkonzentration 1 M, bei der 
noch keine Beeinträchtigung der Reaktionsgeschwindigkeit festgestellt wurde [3]. In der vor-
liegenden Arbeit konnte dieser Bereich bis 1,33 M ausgeweitet werden. Bei höheren Konzent-
rationen wurde erstmals eine Inhibierung der FDM beobachtet. Daraus ergibt sich eine obere 
Grenze der Formaldehydkonzentration von 1,33 M für einen möglichen Enzymprozess. Zu-
sätzlich sollte auch die Langzeitstabilität der FDM unter den jeweiligen Bedingungen unter-
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sucht werden. Außerdem ist die auftretende Produkthemmung durch jeweils 0,67 M Methanol 
und Formiat zu berücksichtigen. Aus den Inhibierungskonstanten für Methanol und Formiat 
(siehe Tabelle 36) kann auf eine starke Produkthemmung bei diesen Konzentrationen ge-
schlossen werden. 
Im Vergleich zu anderen Enzymen ist die FDM damit sehr tolerant gegenüber Formaldehyd 
(siehe Tabelle 46). Die Formaldehydkonzentrationen, denen Enzyme in der Literatur übli-
cherweise ausgesetzt werden (µM bis mM), sind zumeist deutlich geringer als die in dieser 
Arbeit eingesetzten (≤ 3,33 M). Der Grund hierfür ist der Fokus der meisten Arbeiten auf 
physiologischen Konzentrationen. Für den Einsatz der FDM als Katalysator in Enzymprozes-
sen ist dagegen eine hohe Arbeitskonzentration wünschenswert.  
Tabelle 46: Hemmung verschiedener Enzyme durch Formaldehyd. 
Enzym (Organismus) Angaben zur Hemmung durch Formaldehyd Quelle 
FDM (P. putida J3) Hemmung bei cFA > 1,33 M 
Vollständiger Aktivitätsverlust bei cFA ≥ 2,67 M 
Diese 
Arbeit 
Aldehyd-Dehydrogenase (NAD-
abhängig) (Nocardia sp. 239) 
Ki = 6 mM (unkompetitive Substrathemmung) [122] 
 
Aldehyd-Dehydrogenase („factor-
dependent“) (Nocardia sp. 239) 
Ki = 2 mM (unkompetitive Substrathemmung) [122] 
Aldehyd-Dehydrogenase („dye-
linked“) (Nocardia sp. 239) 
Keine Substrathemmung bis 200 mM [122] 
Katalase (Capra capra) Ki = 0,55 mM (nicht-kompetitiv)  [123] 
Dihydroxyaceton-Synthase 
(Candida boidinii) 
Substratinhibition bei >1 mM [124] 
Phenol-Hydroxylase (Trichos-
poron cutaneum) 
75% Restaktivität bei 5 mM  
20% Restaktivität bei 29 mM  
[125] 
Formaldehyd-Dehydrogenase 
(humane Leber) 
80% Restaktivität bei 20 mM 
40% Restaktivität bei 40 mM 
[126] 
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Fortsetzung von Tabelle 46 
Formaldehyd-aktivierendes En-
zym (Methylobacterium extorqu-
ens AM1) 
Keine Substrathemmung bis 0,4 mM [127] 
N-Methylglutamat-
Dehydrogenase (Pseudomonas 
aminovorans) 
33 und 100 mM Formaldehyd erhöhen den Km-
Wert (kompetitive Produkthemmung), Mecha-
nismus bei höheren Konzentrationen unklar 
[128] 
Glyceraldehyde-3-Phosphate 
Ferredoxin Oxidoreductase (Py-
rococcus furiosus) 
75% Restaktivität bei 10 mM [129] 
Zwei der von Van Ophem et al. charakterisierten Aldehyd-Dehydrogenasen (NAD- und Fak-
tor-abhängig) unterlagen der unkompetitiven Substrathemmung (Haldane-Gleichung) [122], 
welche im Falle der FDM nicht auftrat. Die Inhibierungskonstanten von 2 und 6 mM zeigen 
eine geringe Toleranz gegenüber Formaldehyd an. Die dritte von diesen Autoren untersuchte 
Dehydrogenase („dye-linked“) wurde bis 200 mM nicht inhibiert. Höhere Konzentrationen 
wurden hier nicht eingesetzt. Für eine Katalase aus Ziegenlunge wurde der inhibierende Me-
chanismus als ein nicht-kompetitiver mit Ki = 0,55 mM identifiziert [123]. Die weiteren Ar-
beiten treffen keine Aussage zum genauen Hemmungsmechanismus. Vor allem bei höheren 
Formaldehydkonzentrationen ist eine Quervernetzung (intra- oder intermolekular) wahr-
scheinlich. Das Ausmaß hängt von der Anzahl der reaktiven Aminosäureseitenketten an der 
Oberfläche ab. Beispielsweise schien der Mechanismus, durch den die N-Methylglutamat-
Dehydrogenase bei 100 mM gehemmt wurde, komplexer zu werden als bei niedrigeren Kon-
zentrationen [128]. Dies könnte durch hinzukommende irreversible Denaturierung aufgrund 
von Quervernetzung verursacht worden sein. 
Die hohe Toleranz der FDM gegenüber Formaldehyd liegt vermutlich darin begründet, dass 
wenige Aminosäurereste an der Oberfläche exponiert sind, welche durch Formaldehyd quer-
vernetzt werden können. Die Wahrscheinlichkeit solcher Aminosäuren an der Oberfläche 
wird einerseits durch eine kompakte globuläre Struktur und das dadurch günstige Oberflä-
chen-Volumen-Verhältnis reduziert. Die globuläre tetraedrische Struktur der FDM ist in der 
veröffentlichten Röntgenstruktur der FDM F61 [32] sowie durch den in dieser Arbeit beo-
bachtete hohe Anteil an α-Helices für die FDM J3 (siehe Kapitel 3.2.2) erkennbar. Ein Grund 
für die Bildung von multimeren Enzymen wird im reduzierten Oberflächen-Volumen-
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Verhältnis vermutet, was die Angriffsfläche für schädigende Einflüsse ebenfalls reduziert 
[130]. 
4.7 Produkthemmung der FDM durch Methanol und Ameisensäure 
Die Hemmung von Enzymen durch (Zwischen-)Produkte ist sowohl bei in vivo vorkommen-
den Stoffwechselwegen als auch bei technischen Enzymprozessen von Interesse [31, 60, 79, 
131, 132]. Die Produkthemmung der FDM durch Methanol und Ameisensäure spielt eine 
wichtige Rolle bei der Etablierung eines Enzymprozesses zur Gewinnung von Methanol aus 
Methan. Je nach Auswirkung der Produkte auf das Enzym ergeben sich unterschiedliche An-
forderungen an die Produktabtrennung im Prozess. Zu Beginn der Arbeit war noch nicht be-
kannt, ob die Produkte die FDM reversibel oder irreversibel hemmen. Bei irreversibler Inakti-
vierung muss die Produktkonzentration grundsätzlich niedrig gehalten werden, um den Ver-
lust des Katalysators zu vermeiden. Dagegen kann bei reversibler Inhibierung auch eine tem-
porär höhere Konzentration toleriert werden, da die Ausgangsaktivität nach Abtrennung des 
Inhibitors wieder erreicht wird.  
Des Weiteren war bislang wenig über die Hemmung der Produkte einzeln bekannt. Der An-
satz in der vorliegenden Arbeit war es, die Hemmung durch die einzelnen Produkte zu be-
schreiben, um das Enzym besser im Hinblick auf eine Prozessauslegung charakterisieren zu 
können. Hat ein Produkt beispielsweise einen deutlich stärker inhibierenden Effekt, muss die-
ses in einem Prozess zuerst abgetrennt werden. In einem Prozess mit in situ Produktabtren-
nung könnten die Produkte auch in nicht-äquimolaren Mengen vorliegen. Soll ein solcher 
Prozess modelliert werden, muss der Effekt der Produkte einzeln bekannt sein. Daher sollte in 
dieser Arbeit auch das Verständnis der Hemmungsmechanismen vertieft werden, damit ein 
passendes enzymkinetisches Modell identifiziert werden konnte.  
Wie in Kapitel 4.4 erläutert, enthielt die als Substrat verwendete Formaldehydlösung Spuren 
von Methanol. Bei der hier maximal eingesetzten Formaldehydkonzentration von 1,33 M ver-
ursachte dieses Methanol maximal etwa 5% Abweichung von der tatsächlichen FDM-
Aktivität, was vernachlässigt wurde. Mit dieser Formaldehydlösung konnte ein breiter Sub-
stratkonzentrationsbereich abgedeckt werden, was zur Ermittlung der kinetischen Konstanten 
Voraussetzung ist [59]. 
 
Die Größe einer Inhibierungskonstante macht eine Aussage über die Stärke der Hemmung. Je 
größer die Konstante, desto geringer die inhibierende Wirkung. Dies ist in Formel 15 (siehe 
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Ergebnisse in Kapitel 3.2.5.7) erkennbar: tendiert ein Ki gegen Unendlich, wird der Term, mit 
dem Km bzw. cS multipliziert wird, zu 1 und es liegt keine Hemmung vor. Insofern sind so-
wohl die kompetitive als auch die unkompetitive Hemmung durch Methanol stärker ausge-
prägt als durch Formiat. 
Das Verhältnis zwischen kompetitivem und unkompetitivem Hemmungsanteil wird auch 
durch den Faktor α gekennzeichnet, mit dem Kic multipliziert werden muss, um Kiu zu erhal-
ten (siehe Abbildung 47 in Kapitel 3.2.5.7). Nach Tabelle 36 ergibt sich hier für Methanol αi 
= 2,06 und für Formiat αj = 0,69. 
Damit überwiegt bei Methanol die kompetitive Hemmung (Kic < Kiu bzw. α > 1); bei Formiat 
hingegen ist die unkompetitive Hemmung größer als die kompetitive (Kiu  < Kic bzw. α < 1). 
Die meisten Produkte von Enzymreaktionen verursachen eine mehr oder weniger stark ausge-
prägte kompetitive Hemmung [58, 60, 131, 132]. Dies rührt daher, dass das Produkt zwangs-
läufig im aktiven Zentrum bindet, wo es während der Katalyse entsteht. Hinzu kann eine 
Rückreaktion bei reversiblen Reaktionen kommen. Möglich ist aber auch das Verweilen des 
gebundenen Produkts im aktiven Zentrum ohne Rückreaktion [58]. 
Die Affinität von Methanol und Formiat zum ES-Komplex ist aufgrund der nahe beieinander 
liegenden Kiu-Werte ähnlich. Die Bindestellen liegen vermutlich außerhalb des aktiven Zent-
rums. Die große Oberfläche des Enzyms im Vergleich zu den kleinen Methanol- und Formiat-
Molekülen exponiert verschiedenste Aminosäure-Seitenketten. Für das polare Methanol und 
das negativ geladene Formiat-Anion bieten sich daher viele Bindestellen an.  
Dagegen unterscheidet sich die Affinität der Produkte zum freien Enzym, d.h. zum aktiven 
Zentrum, stark. Aufgrund der begrenzten Anzahl an Aminosäuren im aktiven Zentrum ist die 
Auswahl an potentiellen Bindestellen geringer. Hier scheinen mehr polare Seitenketten zur 
Bindung von Methanol verfügbar zu sein als positiv geladene für die Bindung des Formiat-
Anions.  
Aus dem Reaktionsnetzwerk in Abbildung 47 kann für die Bindung des Substrats an das En-
zyms bzw. den Enzym-Inhibitor-Komplex Formel 17 abgeleitet werden [58]: 
KS
αKS
=
Kic
Kiu
 
Formel 17: Zusammenhang zwischen den Gleichgewichtskonstanten ohne (KS) bzw. mit (αKS) Inhi-
bitor und den Inhibierungskonstanten [58]. 
 
Diskussion 
151 
 
Dieser Zusammenhang bedeutet [58]: 
- Für Kic < Kiu gilt auch KS < αKS, d.h. α > 1  Substrat und Hemmstoff (hier Produkt) 
behindern sich gegenseitig in ihrer Bindung ans Enzym 
- Für Kic > Kiu gilt auch KS > αKS, d.h. α < 1   Substrat und Hemmstoff (hier Produkt) 
begünstigen sich gegenseitig in ihrer Bindung ans Enzym 
Für Methanol wurde α > 1 beobachtet, so dass sich Methanol und Formaldehyd in ihrer Bin-
dung ans Enzym anscheinend behindern. Dagegen war bei Formiat α < 1, d.h. Formiat und 
Formaldehyd scheinen sich in ihrer Bindung ans Enzym zu begünstigen. 
 
Die bisher in der Literatur beschriebenen enzymkinetischen Untersuchungen der Formalde-
hyd-Dismutation durch die FDM beschäftigten sich nicht mit der Produkthemmung [3, 9]. 
Hinweise auf eine Hemmung des Enzyms im Rohextrakt durch äquimolar gebildete Produkt-
gemische wurden in einer parallel durchgeführten Arbeit beobachtet [31, 133]. In der vorlie-
genden Arbeit wurde erstmals die hemmende Wirkung der Produkte Methanol und Formiat 
auf die gereinigte FDM untersucht. 
Da Dismutasen allgemein selten vorkommen, sind auch wenige enzymkinetische Untersu-
chungen in der Literatur vorhanden. Eine Variante, die im Hinblick auf die Produkthemmung 
charakterisiert wurde, ist die Chlorit-Dismutase (Cld) aus Dechloromonas aromatica RCB 
[60]. Das Enzym katalysiert die Dismutation von ClO2- zu Cl- und O2. Wie bei der FDM han-
delt es sich um ein homotetrameres Enzym mit je einem fest gebundenen Cofaktor-Molekül 
pro Untereinheit (Häm/Eisen bei der Cld, NAD(H) bei der FDM). Die Produkthemmung der 
Cld wurde ebenfalls durch die Anfangsgeschwindigkeit in Abhängigkeit verschiedener Pro-
dukt- und Substratkonzentrationen charakterisiert. Die reziproke Auftragung ließ partielle 
gemischte Hemmung durch Cl- vermuten. Aus Sekundärplots von Steigungen und Ordinaten-
abschnitten der Lineweaver-Burk-Plots wurden Ki = 225 mM, α = 0,42 und β = 0,48 be-
stimmt. Das Vorgehen war somit identisch wie in der vorliegenden Arbeit, mit der Ausnahme, 
dass zur Charakterisierung der FDM das Hanes-Woolf-Verfahren dem Lineweaver-Burk-
Verfahren aufgrund der höheren Präzision vorgezogen wurde. Das zweite Produkt O2 zeigte 
bis zur Sättigungskonzentration keinen inhibierenden Effekt. Aufgrund der geringen Sauer-
stofflöslichkeit sind hier keine höheren Konzentrationen möglich. 
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4.8 Enzymkaskade zur Gewinnung von Methanol aus Methan 
Die rein enzymatische Kaskade umfasste die lösliche Methan-Monooxygenase (sMMO), Me-
thanol-Dehydrogenase (MDH) und Formaldehyd-Dismutase (FDM). Der Ablauf der Reaktio-
nen wurde in Kapitel 3.3.1.3 dargestellt. Im Vergleich zum chemo-enzymatischen Ansatz in 
Kapitel 3.3.2 und 4.9 bietet diese rein biologische Variante den Vorteil der milden Reaktions-
bedingungen. 
In der vorliegenden Arbeit sollte die dargestellte Enzymkaskade grundsätzlich auf ihre Mach-
barkeit hin getestet werden. Im Zuge der gegenseitigen Cofaktor-Regenerierung durch sMMO 
und MDH sollten mindestens diese beiden Enzyme in einem Kompartiment angesiedelt sein. 
Es mussten also zunächst Bedingungen gewählt werden, unter denen beide bzw. alle drei En-
zyme funktionieren können. Außerdem stellte die Detektion der einzelnen Reaktionen eine 
Herausforderung dar, so dass dafür eine geeignete Messmethode eingesetzt werden musste. 
Abschließend sollten das Potential dieser Kaskade und die Eignung der FDM dafür evaluiert 
werden. 
 
Die genannten Enzyme wurden gewählt, um eine Cofaktor-neutrale Methanol-Bildung aus 
Methan zu erlauben. In aeroben methanotrophen Bakterien wird Methan vollständig bis zum 
CO2 oxidiert, um Energie zu gewinnen und alle Cofaktoren wieder zu regenerieren (siehe 
Kapitel 1.2.6.1). Daher war die direkte Adaption des in vivo Stoffwechselwegs nicht möglich. 
Um die Komplexität der Enzymkaskade zu gering wie möglich zu halten, sollten nur so viele 
verschiedene Enzyme eingesetzt werden, wie unbedingt nötig. Daher sollte der von der 
sMMO benötigte Cofaktor NADH sofort im nächsten Schritt von einer NAD+-abhängigen 
MDH regeneriert werden. Das entstehende Formaldehyd sollte ebenfalls Cofaktor-neutral 
durch die FDM zu Methanol und Ameisensäure umgesetzt werden. 
Die drei ausgewählten Enzyme stammen aus unterschiedlichen Organismen (siehe), die an ihr 
jeweiliges Habitat angepasst sind. Es war demnach zu erwarten, dass auch die Enzyme unter-
schiedliche optimale Reaktionsbedingungen aufweisen. Hinzu kam bei der MDH, dass die 
gewünschte Methanol-Oxidation bevorzugt im Alkalischen abläuft; im Neutralen überwiegt 
die Rückreaktion von Formaldehyd zu Methanol [53]. 
Anhand von Tabelle 47 kann die Kompatibilität der Enzyme im Hinblick auf ihre optimalen 
Reaktionsbedingungen bewertet werden. Die sMMO reagiert vor allem bei niedrigen pH-
Werten und Temperaturen, die MDH dagegen bei höheren Werten. Die FDM liegt mit ihren 
Eigenschaften dazwischen. Eine ausreichende Übereinstimmung zeigen MDH und FDM. Hier 
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kämen ein pH-Wert von 9 und eine Temperatur von 45-50 °C in Frage. Die größte Herausfor-
derung war die begrenzte Stabilität der sMMO bei Temperaturen von über 37 °C [100]. 
Tabelle 47: Überblick über die beteiligten Enzyme der Kaskadenreaktion. 
Enzym 
Lösliche Methan-
Monooxygenase 
(sMMO) 
Methanol-
Dehydrogenase 
(MDH) 
Formaldehyd-
Dismutase (FDM) 
Quartärstruktur Multi-Enzymkomplex,  
ca. 300 kDa 
Homodecamer, 
10 x 43 = 430 kDa 
Homotetramer, 
4 x 44 = 176 kDa 
Organismus Methylosinus trichos-
porium OB3b (me-
thanotroph) 
Bacillus methanolicus 
PB1 (methylotroph) 
Pseudomonas puti-
da J3 (methylot-
roph) 
pH-Bereich ~7-7,5 ~9-10 ~7,5-9 
Temperaturbereich ~25-30 °C  ~45-50 °C  ~40-50 °C  
Quellen [34, 81, 82, 100, 134] [51, 53, 85], diese 
Arbeit 
[3, 9, 25], diese Ar-
beit 
Die stark unterschiedlichen optimalen Reaktionsbedingungen der drei Enzyme führten zu 
geringen Aktivitäten bei den gemeinsamen Reaktionsbedingungen, was die Detektion ihrer 
Reaktionen erschwerte. Hinzu kommt die aufgrund der Michaelis-Menten-Gesetze niedrige 
Aktivität bei geringen Substratkonzentrationen. Um dem Abhilfe zu schaffen, müssten deut-
lich höhere Enzymkonzentrationen eingesetzt werden. 
Unter den drei Enzymen katalysiert die sMMO die Oxidation des sehr stabilen Methans [135, 
136]. In der Literatur sind nur die lösliche und partikuläre Version der MMO detaillierter für 
diese Reaktion beschrieben [33, 34]. Die anaerobe Oxidation von Methan durch Archaeen ist 
noch weitgehend unerforscht [137]. Der Aufbau und die Funktionsweise der sMMO sind wie 
beschrieben sehr komplex (Kapitel 3.3.1.1). Die hochspezialisierte sMMO ist daher in ihren 
Reaktionsbedingungen wenig flexibel. 
In vivo sind die Oxidation von Methan und die weitere Oxidation von Methanol in zwei unter-
schiedlichen Kompartimenten lokalisiert (Cytosol vs. Periplasma) [34, 35]. Dies erlaubt un-
terschiedliche Reaktionsbedingungen und eine entsprechende Verschiebung des Reaktions-
gleichgewichts durch das Verhältnis von reduzierten zu oxidierten Cofaktoren. Voraussetzung 
ist dann die Durchlässigkeit der Membran oder Transportmechanismen für alle beteiligten 
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Reaktanten. Die Realisierung eines solchen Systems ist für einen technischen Enzymprozess 
sehr aufwändig und wurde nicht umgesetzt. Daher mussten in der hier beschriebenen Enzym-
kaskade mindestens sMMO und MDH im gleichen Kompartiment agieren, um eine Cofaktor-
Regenerierung zu erlauben. Die Reaktionsbedingungen wurden in der Mitte zwischen den 
Optima von sMMO und MDH gewählt. Die FDM ließ bei diesen Bedingungen eine ausrei-
chende Aktivität vermuten, so dass sie ebenfalls im selben Kompartiment angesiedelt wurde. 
Für die Enzymkaskade wurden pH 8,5 und 40 °C gewählt, um alle Enzymreaktionen zu er-
möglichen. 
Vor allem die sMMO zeigt sehr viele unterschiedliche unerwünschte Nebenreaktionen (siehe 
Abbildung 50 in Kapitel 3.3.1.1), die in ihrem Ausmaß bisher wenig beschrieben und daher 
schwierig vorherzusagen sind. Zur Begrenzung der Nebenreaktionen sollten die Methanol- 
und NADH-Konzentrationen gering gehalten werden. Die unerwünschte Rückreaktion der 
MDH hin zum Methanol kann durch einen alkalischeren pH-Wert, die Begrenzung des redu-
zierten Cofaktors NADH und die sofortige Weiterreaktion von Formaldehyd verringert wer-
den. Für eine funktionierende Kaskade ist also unbedingt ein NAD+-Überschuss und eine ge-
ringe NADH-Konzentration erforderlich. Außerdem sollten alle Nebenreaktionen unter den 
gewünschten Reaktionsbedingungen quantifiziert werden, um die einzelnen Enzymreaktionen 
aus den Reaktantenkonzentrationen ableiten zu können. 
Die FDM schien in der angestrebten Kaskade der robusteste Katalysator zu sein. Für sie sind 
unter den Reaktionsbedingungen keine Nebenreaktionen bekannt und sie ist über einen relativ 
breiten pH- und Temperaturbereich aktiv. Ein Hindernis bei den hier sehr geringen Formalde-
hydkonzentrationen ist ihr hoher Km-Wert und die daraus resultierend eher geringe Aktivität. 
Aufgrund ihrer andererseits sehr hohen Formaldehydtoleranz bietet sich ihr Einsatz eher in 
Prozessen mit hohen Formaldehydkonzentrationen an.  
 
Grundsätzlich eignete sich der Reaktoraufbau in Form des Glasvials mit Metallkappe und 
Septum gut zur Durchführung der Kaskadenreaktionen. Das Volumen von ca. 10 mL begrenzt 
die benötigten Enzymmengen. Auch die Temperierung im Wasserbad, sowie Zu- und Ablauf 
zur online-Überwachung am Massenspektrometer konnten gut umgesetzt werden. Vor allem 
die hohe Empfindlichkeit und die Möglichkeit zur Echtzeit-Analyse durch das verwendete 
Massenspektrometer zeichneten die Messmethode als besonders gut geeignet aus. Gerade zur 
Etablierung einer solchen Kaskadenreaktion ist es vorteilhaft, sofort auf die Abläufe im Sys-
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tem reagieren zu können, z.B. durch die Zugabe von weiteren Enzymen, Substraten oder 
Cofaktoren.  
Nachteilig an der Messmethode war bei der Kombination der Moleküle in diesem System, 
dass nicht alle Molekülspezies analysiert werden konnten. Die Methan- und Methanolkon-
zentration konnte online überwacht werden. Die Ionenströme von m/z 13 bzw. 31 konnten 
eindeutig auf diese Analyten zurückgeführt werden. Die Messung von Formaldehyd ist in 
Kombination mit Methanol nicht möglich, da alle durch Formaldehyd auftretenden Masse-
/Ladungsverhältnisse durch Methanol überlagert werden. Die Messung der Ameisensäurekon-
zentration wäre sehr hilfreich, um die FDM-Reaktion eindeutig nachweisen zu können. Die 
FDM bildet als einziges Enzym in dieser Kaskade Ameisensäure. Bei neutralen bis basischen 
pH-Werten liegt Ameisensäure in ihrer dissoziierten Form als Formiat-Anion vor. Dieses ist 
nicht flüchtig und kann daher nicht über das verwendete Massenspektrometer analysiert wer-
den. Die Messung der Ameisensäure über die in dieser Arbeit verwendete HPLC-Methode 
(siehe Kapitel 2.5.5) war aufgrund der geringen Konzentration nicht möglich. 
Die Unklarheit in Bezug auf die beobachteten Sprünge in den Messsignalen von m/z 31 blieb 
bestehen. Es konnte kein Grund dafür ausgemacht werden. Das ungeplante Vorhandensein 
von Methanol in den zugegebenen Lösungen war unwahrscheinlich, da unterschiedlichste 
Puffer und Lösungen verwendet wurden; bei Zugabe von MDH und sMMO trat ein Sprung 
auf, obwohl die Enzyme in unterschiedlichen Laboren angesetzt wurden (Präparation in dieser 
Arbeit vs. Universität Halle-Wittenberg). Daher musste von einem methodischen Artefakt 
ausgegangen werden. 
Während der Durchführung kam es wahrscheinlich zur Denaturierung von Enzym, wodurch 
die feinen Kapillaren zuletzt verstopften. In diesem Experiment wurde das geschlossene Sys-
tem am Ende der Reaktionszeit von 172 min undicht. Vermieden werden kann dies durch kür-
zere Prozesszeiten, z.B. durch Einsatz von höheren Enzymkonzentrationen, oder durch ein 
höheres Reaktionsvolumen und Kapillaren mit größerem Durchmesser. 
 
Die Konversion von Methan (und Ethan) zu Methanol (und Ethanol) wurde als der „Heilige 
Gral“ der petrochemischen Industrie bezeichnet [138]. In der Literatur sind bislang wenige 
Anwendungen von isolierten Enzymen zur Nutzung von Methan publiziert. Blake et al. paten-
tierten 2013 eine Enzymkaskade aus sMMO, MDH und weiteren Enzymen zur Konversion 
von Methan zu Isobutanol und anderen Chemikalien [139]. Das Patent beschreibt lediglich die 
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beabsichtigten Kaskadenreaktionen und das Reaktor-Setup, experimentelle Daten sind nicht 
gezeigt.  
Umfangreichere Untersuchungen wurden zum Einsatz von methanotrophen Bakterien in der 
chemischen Synthese oder der Umwelttechnik publiziert. Beispielsweise wurde die „Advan-
ced Research Projects Agency - Energy (ARPA-E)“ gegründet, die das „Reducing Emissions 
using Methanotrophic Organisms for Transportation Energy (REMOTE)“ Programm ins Le-
ben rief [140]. Zur gezielten Modifikation der Produktionsstämme mussten molekularbiologi-
sche Protokolle entwickelt werden; so wurden Methanotrophe zur Herstellung von Butanol, 
Lactat und verschiedenen Karotinoiden optimiert [141-144].  
Beim Einsatz methanotropher Bakterien als Ganzzellkatalysatoren können verschiedene 
Wirtsorganismus-eigene Cofaktor-Regenerierungs-Mechanismen genutzt werden. Die Her-
ausforderung dabei ist, die weitere Oxidation des im ersten Schritt entstehenden Methanols zu 
verhindern. Lee et al. erreichten dies durch die Hemmung der intrazellulären MDH durch ho-
he Konzentrationen von NaCl (200 mM) [145]. Nach 36 h wurden maximal 7,7 mM Metha-
nol in der Kulturbrühe gemessen. Einen ähnlichen Ansatz wählten Han et al. [146] sowie Ta-
bata und Okura [147], die die MDH durch Phosphat, NaCl, NH4Cl, oder EDTA bzw. durch 
Cyclopropanol inhibierten. Xin et al. optimierten einen kontinuierlichen Prozess zur Produk-
tion von Methanol aus Methan durch Methylosinus trichosporium IMV 3011, indem dem 
Feed-Gasstrom bis zu 40% CO2 beigemischt wurden [148]. Die Produktkonzentration betrug 
maximal 8,22 µmol/L. Obwohl die Ausbeuten bereits deutlich gesteigert werden konnten, 
sind sie im Hinblick auf eine technische Umsetzung immer noch deutlich zu niedrig. 
In der vorliegenden Arbeit wurden in den letzten beiden Abschnitten der Enzymkaskadenre-
aktionen 1,87 µmol Methanol gebildet. Bezogen auf das Volumen von 12,6 mL entspricht das 
einer Konzentration von 148 µmol/L. Zu berücksichtigen ist allerdings, dass dafür eine Zuga-
be von 100 µmol Formaldehyd nötig war. Auch dies stellt noch keine zufriedenstellende Pro-
zessvariante dar. 
Eine weitere Herausforderung der betrachteten Enzymkaskade ist die Rückreaktion der MDH. 
Die katalytische Effizienz kcat/Km ist für die Methanoloxidation ca. 1000-fach geringer als für 
die Formaldehydreduktion [53]. In vivo ist die sofortige Weiterreaktion des entstehenden 
Formaldehyds maßgeblich für den effizienten Methanolumsatz [149]. Angelehnt daran entwi-
ckelten Price et al. einen supramolekularen Enzymkomplex für einen effizienteren Methano-
lumsatz durch die Expression von Fusionsproteinen mit Interaktionsdomänen [150]. Es wurde 
die MDH3 aus B. methanolicus MGA3 verwendet, die eng verwandt mit der in der vorliegen-
den Arbeit verwendeten MDH2 aus B. methanolicus PB1 ist. Die MDH wurde im Enzym-
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komplex in direkter räumlicher Nähe zu den Formaldehyd-umsetzenden Enzymen lokalisiert. 
Allein dadurch konnte noch kein gesteigerter Methanolumsatz erzielt werden. Zusätzlich 
musste die NADH-Konzentration so niedrig wie möglich gehalten, um das Reaktionsgleich-
gewicht auf die gewünschte Seite zu verschieben. Dies wurde durch sofortige Regeneration 
von NAD+ durch die Lactat-Dehydrogenase erreicht. Damit konnte eine fast 100-fache Stei-
gerung des Methanolumsatzes im Vergleich zu den frei vorliegenden Enzymen gemessen 
werden. Diese Arbeit zeigte die Herausforderungen der Oxidation von Methanol durch die 
MDH sehr deutlich auf, welche auch in der vorliegenden Arbeit auftraten. Zur Weiterentwick-
lung der Enzymkaskade mit sMMO, MDH und FDM werden dieselben beiden Aspekte be-
rücksichtigt werden müssen. Die Abreaktion des Formaldehyds durch die FDM muss sehr 
schnell geschehen, indem z.B. ein Überschuss der FDM-Aktivität eingesetzt wird. Die 
NADH-Konzentration wird sehr niedrig zu halten sein, während NAD+ im Überschuss vorlie-
gen sollte. Dies begünstigt gleichzeitig das Verhältnis der Zielreaktion zu den Nebenreaktio-
nen der sMMO (siehe oben), d.h. die Bildung von Methanol aus Methan durch die sMMO 
wird begünstigt. 
Zusammenfassend sind die bisher in der Literatur und der vorliegenden Arbeit publizierten 
Methanolausbeuten bei rein biologischer Konversion von Methan gering. Das Schlüsselen-
zym dafür ist die sMMO. Obwohl hohes Interesse an der Gewinnung von Chemikalien wie 
Methanol aus Methan besteht, liefert die biologische Katalyse bislang keine zufriedenstellen-
den Ergebnisse. 
 
Als Alternative könnte Methanol direkt aus der Reaktion der sMMO mit Methan gewonnen 
werden. Für die Regeneration des NADH-Cofaktors müssen dann alternative Regenerierungs-
systeme verwendet werden wie die Formiat-Dehydrogenase [47], die Glucose-Dehydrogenase 
[151] oder elektrochemische Systeme [152]. 
4.9 Eignung der FDM für die Umsetzung von Formaldehyd aus der Partialoxi-
dation von Methan 
Das Ziel der Experimente in Kapitel 3.3.2 war, die Eignung der FDM zur Umsetzung der 
Formaldehydlösung aus der Partialoxidation zu testen. Hierzu wurde zunächst die Reinheit 
und Zusammensetzung der Lösung analysiert. Für die Reaktion wurde dann basierend auf der 
enzymkinetischen Charakterisierung ein Reaktionsmodell aufgestellt. Die Ergebnisse werden 
im Folgenden diskutiert, um Rückschlüsse auf eine technische Umsetzbarkeit dieser chemo-
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enzymatischen Kaskade zu ziehen. Prozesstechnische Fragestellungen dazu beleuchtete Stier 
parallel zu dieser Arbeit [31].  
 
Die Konzentrationen an Formaldehyd, Methanol und Ameisensäure in der Lösung aus der 
Methan-Partialoxidation konnten bestimmt werden. Die Formaldehydkonzentration war da-
runter mit 0,17 M am höchsten. Als weiteres Oxidationsprodukt aus Methan wurde das Ziel-
produkt Methanol in einer geringen Konzentration von 6,3 mM nachgewiesen. Aufgrund der 
Gibbs-Energien der verschiedenen Oxidationsprodukte wird bei der Partialoxidation von Me-
than nur wenig Methanol gebildet (siehe Kapitel 1.2.6.2, Tabelle 3). Ameisensäure wurde 
nicht nachgewiesen.  
Bei Verwendung dieser Formaldehydlösung für die FDM-Reaktion lagen zu Beginn bereits 
3,7 mM Methanol in den Ansätzen vor. Diese Konzentration liegt deutlich unterhalb der Inhi-
bierungskonstanten und i50-Werten (Tabelle 36 und Tabelle 38). Daher ist nicht mit Produkt-
hemmung durch das in der Lösung enthaltene Methanol zu rechnen. Des Weiteren wurden 
10 mM Aceton in der Lösung gemessen. Die sich daraus ergebenden 6,4 mM Aceton in den 
Reaktionsansätzen wirkten sich nicht inhibitorisch auf die Reaktion aus, wie der Vergleich der 
Zeitverläufe, von Umsatz, Ausbeuten und Selektivität mit der Referenz zeigte. Die Abwei-
chungen und abnehmende Tendenz der Acetonkonzentration können durch Verdampfung des 
flüchtigen Acetons während den Probenahmen verursacht worden sein. 
Bei den durch HPLC-MS identifizierten Substanzen mit m/z 85; 151; 181 + n*68 könnte es 
sich um Bestandteile des für die Chemokatalyse eingesetzten VOx-Katalysators handeln. Die 
Masse von Vanadium(V)-Oxid liegt bei 182 g/mol, die von Vanadium(II)-Oxid bei 67 g/L 
und die von Vanadium(IV)-Oxid bei 83 g/mol. Die Massen können sich durch Protonenaddi-
tion oder –abspaltung während der Elektrospray-Ionisierung im Massenspektrometer (siehe 
Kapitel 2.5.9) verändert haben. Auch diese Verunreinigungen hatten keine Auswirkung auf 
die Reaktion. Das Formaldehyd in der Lösung aus der Methan-Partialoxidation konnte also 
trotz einiger Verunreinigungen identisch zur Referenzlösung durch die FDM umgesetzt wer-
den. 
Der fast vollständige Umsatz des Formaldehyds war mit ca. 93% bei Referenzlösung und der-
jenigen aus der Methan-Partialoxidation vergleichbar. Der Grund dafür, dass ca. 7% des For-
maldehyds nicht umgesetzt werden konnten, liegt vermutlich in der Denaturierung des En-
zyms bei 45 °C über 50 min Reaktionszeit. Der Zeitverlauf konnte durch die Einführung eines 
Terms für exponentielle Denaturierung erster Ordnung sehr gut modelliert werden (siehe Ka-
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pitel 3.3.2.3). Zur Vermeidung der Denaturierung kann die Prozesstemperatur niedriger ge-
wählt werden, eine immobilisierte FDM verwendet werden oder die Temperaturstabilität 
durch Mutagenese optimiert werden (siehe Diskussion zur Enzymstabilität in Kapitel 4.3).  
Die Methanolbildung war etwas niedriger als die Formiatbildung, was an den Zeitverläufen 
wie auch den Ausbeuten und Selektivitäten erkennbar war. Methanol ist aufgrund des hohen 
Dampfdruckes bei 45 °C von 0,454 bar leicht flüchtig [153]. Durch die kurzzeitige Öffnung 
der Reaktionsgefäße während der Probennahme und der Flüchtigkeit von Methanol kann die-
ses entwichen sein. Bei pH 8 ist Formiat als Anion nicht flüchtig.  
Theoretisch müsste die Ausbeute an Formiat bei einem Umsatz von 93% auch 93% ergeben. 
Tatsächlich liegt sie mit ca. 103% allerdings 10% höher als zu erwarten wäre. Dies ist auch 
bei der Simulation des Zeitverlaufs in Abbildung 58 erkennbar, wo die Formiatkonzentration 
überhalb der theoretischen Konzentration von -0,5*ΔcFA liegt. Die Selektivität gibt die gebil-
dete Produktmenge bezogen auf die tatsächlich umgesetzte Substratmenge an. Für Formiat 
liegt sie bei 56%, der theoretische Wert wäre 50%. Die Abweichungen von den theoretischen 
Werten, die für Formiat nach oben hin beobachtet wurden, sind für Methanol etwa im glei-
chen Umfang nach unten hin abzulesen. Vor allem im simulierten Zeitverlauf in Abbildung 
58 wird das deutlich. Die Summe der Formiat- und Methanolkonzentration stimmt gut mit der 
umgesetzten Formaldehydmenge überein. 
Die erwartete Stöchiometrie der Dismutation von 2:1:1 (Formaldehydverbrauch:Methanol-
bildung:Formiatbildung) war unter denselben Reaktionsbedingungen von pH 8 und 45 °C 
innerhalb von 5 min Reaktionszeit bestätigt worden (Kapitel 3.2.3). Auch im Zeitverlauf in 
Abbildung 58 stimmen die gemessenen Methanol- und Formiatkonzentrationen miteinander 
und dem theoretischen Wert zu Beginn der Reaktion überein. Erst nach ca. 30 min treten die 
Abweichungen auf. Ein Grund für die Verschiebung des Gleichgewichts könnte der leicht 
basische pH-Wert von 8 sein. Je höher der pH-Wert, desto weniger H+-Ionen liegen vor. Nach 
dem Prinzip von Le Chatelier laufen die in Abbildung 59 dargestellten Teilreaktionen der 
Formaldehyd-Dismutation dann bevorzugt in die Richtung von NADH + H+ ab. Es könnte 
unter diesen Bedingungen also sein, dass Methanol zu Formaldehyd und weiter zu Ameisen-
säure oxidiert wird. 
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Abbildung 59: Oxidations- und Reduktionsteilreaktionen der Formaldehyd-Dismutation durch die 
FDM. 
Zusammenfassend eignete sich die FDM sehr gut zur absatzweisen Umsetzung der Formalde-
hydlösung aus der Methan-Partialoxidation. Umsatz, Ausbeute und Selektivität waren ver-
gleichbar mit der Referenz-Reaktion und lagen nahe an den theoretischen Werten. Die enthal-
tenen Verunreinigungen Methanol, Aceton und eventuelle Katalysatorrückstände störten die 
Reaktion in den angegebenen Konzentrationen nicht.  Zur Gewinnung von Methanol aus Me-
than eignete sich unter den beiden getesteten Redoxkaskaden die chemo-enzymatische Vari-
ante daher deutlich besser als die rein enzymatische. Die Formaldehydkonzentration war hier 
deutlich höher, so dass das Potential der FDM in Form ihrer hohen Aktivität und Stabilität 
gegenüber Formaldehyd besser ausgenutzt werden konnte. 
 
Wie oben diskutiert, war die FDM grundsätzlich geeignet, um die verwendete Lösung mit 
0,10 M Formaldehyd umzusetzen. Bei der Realisierung eines solchen Prozesses sollte die 
Konzentration deutlich höher liegen, z.B. indem die Reaktionszeit der Chemokatalyse verlän-
gert wird. Prozesstechnisch wird die Obergrenze dafür durch die Löslichkeit von Formalde-
hyd im flüssigen Medium bei den jeweiligen Bedingungen definiert. Aus Sicht der Enzymka-
talyse sollte die Konzentration so hoch wie möglich gewählt werden, um in die Nähe der Sub-
stratsättigung zu gelangen. Die FDM mit ihrer hohen Formaldehydtoleranz (bis 1,33 M, siehe 
Kapitel 3.2.5.1) ist dafür optimal geeignet. Wird die Formaldehydlösung höher konzentriert, 
ist auch mit einer höheren Konzentration der Verunreinigungen aus der Chemokatalyse zu 
rechnen. Die Umsetzung durch die FDM muss dann erneut mit einer entsprechend höher kon-
zentrierten Referenzlösung verglichen werden. 
Wie bereits in Kapitel 4.3 diskutiert, war die Prozessstabilität der FDM unter den gewählten 
Bedingungen begrenzt. Eine möglichst hohe Temperatur bei der Enzymkatalyse ist dennoch 
wünschenswert, um einen höheren Anteil der aus der Chemokatalyse vorhandenen Wärme zu 
nutzen anstatt sie abführen zu müssen. Sinnvoll ist daher die Stabilisierung der FDM durch 
verschiedene Ansätze (siehe Kapitel 4.3). 
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Zur Beurteilung der Effizienz sollte auch die Kohlenstoffbilanz betrachtet werden. Positiv 
wirkt sich in dieser Kaskade die Möglichkeit aus, das CO2 aus Biogas zu nutzen (siehe Kapi-
tel 1.2.6.2, Abbildung 7) und dabei gleichzeitig die Selektivität der chemischen Formalde-
hydbildung zu erhöhen [18]. Die niedrigen Formaldehydausbeuten der Chemokatalyse (siehe 
Kapitel 1.2.6.2) stellen ein großes Hindernis für die ökonomische Gestaltung eines solchen 
Prozesses dar. Sie könnten beispielsweise durch eine Kreislaufführung des Gasstroms erhöht 
werden. Die folgende Enzymkatalyse muss dann weiterhin wie in der vorliegenden Arbeit 
absatzweise erfolgen. Alternativ könnte ein kontinuierlicher Betrieb durch eine höhere Auto-
matisierung und weniger Unterbrechungen den Aufwand verringern. Dafür müssen Katalysa-
toren und Prozessbedingungen gefunden werden, die eine höhere Formaldehydausbeute aus 
Methan erlauben. 
Darüber hinaus ist die Nutzung der äquimolar zu Methanol entstehenden Ameisensäure 
grundlegend für die Effizienz der Kaskade. Möglichkeiten dafür wurden bereits in Kapitel 
1.2.6.3 skizziert und müssen zukünftig evaluiert werden. Außerdem ist zu beurteilen, ob die 
Separation von Methanol und Ameisensäure ökonomisch sinnvoll ist. Möglich wäre die in 
situ Abtrennung von Methanol durch Pervaporation und von Ameisensäure durch Anionen-
tauscher. Diese Aspekte wurden parallel zu dieser Arbeit beleuchtet [31]. 
4.10 Perspektiven und Grenzen des aufgestellten Reaktionsmodells 
In Kapitel 3.3.2.3 wurde mit Formel 16 ein Modell für die Umsetzung von Formaldehyd aus 
der Methan-Partialoxidation durch die FDM aufgestellt. Es konnte die Messdaten mit hoher 
Genauigkeit widergeben (R² = 0,9995). Dieses Modell kann nun als Basis für zukünftig zu 
etablierende Prozesse dienen.  
Eine Erweiterung könnte ein kontinuierlicher Zulauf des in der vorgeschalteten Chemokataly-
se aus Methan produzierten Formaldehyds sein. Für einen stabilen Prozess müssen die Reak-
tionsgeschwindigkeiten der Chemo- und Enzymkatalyse aufeinander abgestimmt werden. 
Dies kann durch die eingesetzte Katalysatormenge (Vanadium-Katalysator bzw. Enzym) er-
folgen. Außerdem kann die Flussrate des Formaldehydzulaufs in den Enzymreaktor angepasst 
werden. Weiterhin kann eine in situ Produktabtrennung von Methanol und Ameisensäure im 
Modell ergänzt werden. Auch die Verwendung einer immobilisierten FDM lässt sich abbil-
den. 
Die Grenzen der Gültigkeit dieses Modells ergeben sich aus den gewählten Reaktionsbedin-
gungen und den getesteten Einflussgrößen. Die obere Grenze der Formaldehydkonzentration 
liegt bei 1,33 M. Bei höheren Konzentrationen wurde eine Inhibierung beobachtet, die ver-
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mutlich aufgrund der Denaturierung des Enzyms durch Formaldehyd auftrat (siehe Kapitel 
4.6). 
Die höchsten Produktkonzentrationen lagen bei 0,4 M Methanol bzw. 0,8 M Formiat. Dies 
definiert die oberen Grenzen bei Vorliegen von jeweils nur einem Produkt bzw. in Abwesen-
heit synergistischer Effekte durch Mischungen beider Produkte. Experimentell wurde die 
Abwesenheit synergistischer Effekte bei einer Mischung aus 0,1 M Methanol und 0,07 M 
Formiat gezeigt (siehe Kapitel 3.2.5.5). D.h. im Bereich der momentan maximal zu erwarten-
den Produktkonzentrationen von 0,05 M bei Verwendung der 0,1 M Formaldehydlösung (sie-
he Kapitel 3.3.2.2) war nicht mit synergistischen Effekten der Produkthemmung zu rechnen. 
Sollten zukünftig aus der Partialoxidation von Methan Formaldehydlösungen mit höherer 
Konzentration zur Verfügung stehen, muss dies erneut mit entsprechend höheren Produktkon-
zentrationen getestet werden. 
Zur Untersuchung der Produkthemmung wurden in dieser Arbeit pH 8 und 45 °C gewählt, da 
dies den Bedingungen mit der höchsten zu erwartenden Aktivität entsprach (siehe Kapitel 
3.2.4). Je nach Zielprozess kann eine Änderung von pH-Wert oder Temperatur gewünscht 
sein. Gerade die Temperatur könnte für eine höhere Enzymstabilität abgesenkt werden. Die 
Temperatur beeinflusst die Gleichgewichtseinstellung bei Bindung von Substrat oder Produk-
ten und so kann der Zusammenhang zwischen Temperatur und Km- bzw. Ki-Wert beschrieben 
werden [61]. Die Mechanismen der Produkthemmung, d.h. die grundsätzliche Form der Ge-
schwindigkeitsgleichung, werden sich nicht verändern. In diesem Falle müssen nur die genau-
en Werte der kinetischen Parameter neu bestimmt werden. Dagegen hat der pH-Wert komple-
xere Auswirkungen auf eine Enzymreaktion, wenn ionisierbare Aminosäuren involviert sind 
[61]. Hinzu kommt bei der FDM-Reaktion die saure Natur des Produkts Ameisensäure. Die 
Bindung von Substrat und Produkten ans Enzym kann sich also je nach pH-Wert ändern. Soll-
te ein alternativer pH-Wert nötig sein, muss demnach auch die Form der Geschwindigkeits-
gleichung erneut ermittelt werden. 
4.11 Fazit zur Prozessauslegung aus der enzymkinetischen Charakterisierung 
Das Ziel der enzymkinetischen Charakterisierung war es, ein Modell für die Umsetzung einer 
Formaldehydlösung durch die FDM zu erstellen. In diesem Kapitel sollen daraus nun Rück-
schlusse auf eine optimale Prozessführung gezogen werden.  
Im ersten Schritt wurde die Produkthemmung als reversibel identifiziert, so dass diese durch 
klassische enzymkinetische Modelle beschrieben werden konnte. Die Reversibilität ist aus 
prozesstechnischer Sicht vorteilhaft, da eine temporär höhere Inhibitorkonzentration toleriert 
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werden kann, ohne dass der Katalysator inaktiviert wird. Nach Abtrennung der Produkte wird 
die Reaktionsgeschwindigkeit wieder den Wert ohne Produkthemmung erreichen. 
Die FDM ist optimal für Prozesse mit hohen Formaldehydkonzentrationen bis 1,33 M geeig-
net. Dies zeigte sich durch ihre hohe Formaldehydtoleranz (siehe Kapitel 4.6) und den hohen 
Km-Wert von 0,544 M (siehe Kapitel 4.5). Bei niedrigen Formaldehydkonzentrationen wird 
ihre Aktivität dadurch stark vermindert. Die verwendete Formaldehydlösung aus der Methan-
Partialoxidation hatte eine Konzentration von 0,17 M. Im Hinblick auf die optimale Nutzung 
der FDM-Aktivität sollte hier zukünftig eine höher konzentrierte Lösung eingesetzt werden 
(siehe Kapitel 4.9).  
Durch Versetzung mit Pufferkomponenten und FDM wurde die Substratlösung auf eine Ar-
beitskonzentration von 0,1 M Formaldehyd im Batch-Experiment verdünnt (siehe Kapitel 
3.3.2). Die maximale Produktkonzentration der Dismutation liegt also bei 0,05 M Methanol 
bzw. Formiat. Die i50-Werte betrugen ca. 0,1-0,2 M für Methanol und 0,3-0,6 M für Formiat 
(siehe Tabelle 38) und sind damit höher als die zu erwartenden Produktkonzentrationen. Bei 
der Simulation musste dennoch das Modell mit vollständiger gemischter Produkthemmung 
verwendet werden, um die Messdaten korrekt abzubilden (siehe Kapitel 3.3.2.3). Bei Einsatz 
einer höher konzentrierten Substratlösung oder in einem Prozess mit simultaner chemokataly-
tischer Formaldehyd-Produktion kann es zu höheren Produktkonzentrationen und stärkerer 
Hemmung kommen. Die Perspektiven und Grenzen der Modellierung solcher Prozesse an-
hand des hier erstellten Modells wurden in Kapitel 4.10 aufgezeigt. 
Allgemein ist mit einer stärkeren Hemmung durch Methanol als durch Formiat zu rechnen 
(siehe Kapitel 4.7). Die Abtrennung von Methanol sollte einen höheren Stellenwert haben als 
diejenige von Formiat. Bei Formiat ist zu beachten, dass sich die hier gewonnenen Erkennt-
nisse zur Hemmung auf ein gepuffertes System mit konstantem pH-Wert beziehen. Im unge-
pufferten System kommt die aktivitätsverringernde Wirkung des sinkenden pH-Werts der 
Ameisensäure hinzu (siehe Kapitel 3.2.4). Ggfs. muss mit Inaktivierung durch einen sauren 
pH-Wert gerechnet werden. Hier bietet sich die Immobilisierung der FDM an, um die Stabili-
tät möglicherweise zu erhöhen (siehe Kapitel 4.3 und 4.10). Neben der möglichen Stabilisie-
rung wird so auch die Rückhaltung des Enzyms im Reaktor erleichtert. 
Der am stärksten ausgeprägte inhibitorische Effekt war der kompetitive durch Methanol (sie-
he Inhibierungskonstanten in Tabelle 36). Prozesstechnisch ist dies vorteilhaft, da eine kom-
petitive Hemmung durch die Erhöhung der Substratkonzentration vermindert werden kann 
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[58]. Auch dies spricht also dafür, in einem Prozess hohe Formaldehydkonzentrationen zu 
wählen. 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 
Die vorliegende Doktorarbeit beschäftigte sich mit der Formaldehyd-Dismutase (FDM) und 
ihrer Eignung für technische Enzymprozesse. Als Oxidoreduktase mit integrierter Cofaktor-
Regenerierung erlaubt sie eine kostengünstige Prozessführung ohne Zugabe des teuren Cofak-
tors NAD. Die bisher unvollständig beschriebene Enzymkinetik der FDM wurde besonders 
im Hinblick auf die Produkthemmung untersucht. Daraus konnten Rückschlüsse auf eine op-
timale Prozessführung abgeleitet werden. Des Weiteren wurden zwei Redox-Kaskaden evalu-
iert, um mittels der FDM das Substrat Methan aus Biogas in das flexibel nutzbare Produkt 
Methanol umzuwandeln. Die erzielten Ergebnisse werden im Folgenden zusammengefasst 
und mögliche Weiterentwicklungen aufgezeigt. 
Bei Beginn der Arbeit war nur die Gensequenz der fdm F61 bekannt [13]. Das Gen der fdm J3 
wurde in dieser Arbeit isoliert und sequenziert. Zusätzlich wurde eine Datenbankrecherche 
durchgeführt, um eng verwandte Enzyme zu identifizieren. Die fdm J3 war der fdm F61 mit 
15 von 1200 Nukleotiden Unterschied sehr ähnlich. Daraus ergab sich ein Unterschied in der 
Aminosäuresequenz an Position 156 (Glu vs. Ala), welche an der Oberfläche, abseits des ak-
tiven Zentrums lokalisiert ist. Der Unterschied in der Ladung zwischen Glutaminsäure und 
Alanin hatte eine geringe Auswirkung auf den theoretischen pI der beiden Proteine. Die Akti-
vität der homologen Enzyme war nahezu identisch. Die für die FDM F61 publizierte globulä-
re Tertiärstruktur [32] wurde für die FDM J3 durch den mittels CD-Spektroskopie detektier-
ten hohen Anteil an α-Helices und weniger β-Faltblätter bestätigt. Auch die Stöchiometrie der 
Formaldehyd-Dismutation stimmte mit Literaturdaten [3] überein. 
Die höchste FDM-Aktivität im Rohextrakt konnte mit dem E. coli Rhamnose-System erzielt 
werden. Die Coexpression des Chaperons GroESL konnte die Ausbeute bis zu 8,6fach stei-
gern. Mit diesem System können zukünftig Hochzelldichte-Fermentationen etabliert werden, 
um die FDM mit hohen Raum-Zeit-Ausbeuten und ohne Einsatz von Antibiotika herzustellen. 
Die erstmals in funktionaler Form vorliegende FDM-6xHis konnte über immobilisierte Me-
tallchelat-Affinitätschromatographie schnell und einfach aufgereinigt werden [65]. Zukünftig 
kann das hier verwendete Expressions- und Aufreinigungsverfahren genutzt werden, um z.B. 
stabilere FDM-Varianten durch zufällige Mutagenese zu erzeugen. 
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Die Lagerfähigkeit der FDM wurde im Labormaßstab betrachtet. Die höchste Stabilität zeigte 
sie bei Lagerung der E. coli-Zellpellets nach Expression bei -20 °C und in gereinigter Form 
versetzt mit 50% Glyzerin bei -20 °C. 
Die höchste Reaktionsgeschwindigkeit zeigte die FDM bei 45 °C und pH 8. Daher wurden 
diese Bedingungen für die weitere Charakterisierung der Enzymkinetik verwendet. Zunächst 
wurden die Michaelis-Menten-Parameter definiert und bestimmt (kcat = 2031 s-1 und Km = 
0,544 M). Dabei wurde auch die Grenze der Formaldehydtoleranz der FDM untersucht. Bis 
1,33 M Formaldehyd folgte die Kinetik der Michaelis-Menten-Theorie; bis 2,33 M sank die 
Aktivität stark ab und ab 2,67 M war keine Aktivität mehr messbar. Die im Vergleich zu an-
deren Enzymen sehr hohe Toleranz wurde auf die Präsenz weniger durch Formaldehyd quer-
vernetzbare Aminosäuren an der Oberfläche und die kompakte tetramere Struktur zurückge-
führt. Aufgrund des hohen Km-Werts und der hohen Formaldehydtoleranz eignet sie sich be-
sonders für Prozesse mit hoher Formaldehydkonzentration bis zu 1,33 M.  
In der Doktorarbeit wurde erstmals die Produkthemmung der gereinigten FDM untersucht. 
Die Hemmung durch Methanol und Ameisensäure war reversibel und somit vorteilhaft für die 
Enzymstabilität während der Reaktionszeit. Die Quartärstruktur wurde durch die Produkte 
nicht verändert. Methanol und Ameisensäure verursachten eine vollständige gemischte Hem-
mung und die Geschwindigkeitsgleichung inklusive der Inhibierungskonstanten konnte be-
stimmt werden. Methanol stellte den stärkeren Inhibitor dar als Ameisensäure, wobei der 
kompetitive Anteil durch Methanol am stärksten ausgeprägt war. Prozesstechnisch kann dies 
durch hohe Substratkonzentrationen kompensiert werden. Das Augenmerk bei der Produktab-
trennung sollte auf Methanol liegen. Durch die saure Natur der Ameisensäure muss das Sys-
tem weiterhin gepuffert werden oder die Ameisensäure ebenfalls effizient abgetrennt werden.  
Das neue Anwendungsfeld der FDM in dieser Arbeit war die Gewinnung von Methanol aus 
Methan. Dazu wurden eine rein enzymatische und eine chemo-enzymatische Redox-Kaskade 
verglichen. Aufgrund der geringen Umsätze der beteiligten Enzyme konnte das Funktionieren 
der rein enzymatischen Kaskade nicht eindeutig festgestellt werden. Nach momentanem Stand 
ist die chemo-enzymatische Variante zu bevorzugen, bei der Methan über heterogene Kataly-
se zu Formaldehyd oxidiert wird, welches durch die FDM zu Methanol und Ameisensäure 
umgesetzt wird. Das Ziel hinsichtlich dieser Kaskade war, die grundsätzliche Kompatibilität 
der chemo- und enzymkatalytischen Teilschritte zu zeigen und die Enzymreaktion mittels des 
zuvor erstellten enzymkinetischen Modells zu beschreiben. Die vom LIKAT Rostock bereit-
gestellte Formaldehydlösung aus der Chemokatalyse enthielt neben Formaldehyd auch gerin-
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ge Mengen an Methanol, Aceton und vermutlich Rückstände des Vanadium-Katalysators. Das 
Formaldehyd konnte trotz dieser Verunreinigungen vergleichbar zu einer Referenzlösung zu 
93% durch die FDM umgesetzt werden. Der Reaktionsverlauf konnte mit hoher Genauigkeit 
(R² = 0,9995) durch das Modell der vollständigen gemischten Produkthemmung der FDM 
nachgebildet werden. Dazu musste ein Term für die zeitabhängige Denaturierung der FDM 
erster Ordnung eingeführt werden. Die begrenzte Prozesstabilität der FDM sollte durch Im-
mobilisierung, Mutagenese oder Absenkung der Reaktionstemperatur verbessert werden. Das 
aufgestellte Modell kann zukünftig für Prozesssimulationen und –auslegungen dienen. Bei-
spielsweise können Zu- und Ablauf oder die Abtrennung von Methanol und/oder Ameisen-
säure integriert und umgesetzt werden. 
Das katalytische Potential der FDM vor allem bei hohen Formaldehydkonzentrationen konnte 
bei Umsetzung der Lösung aus der Methan-Oxidation noch nicht optimal ausgeschöpft wer-
den. Die Formaldehyd-Ausbeute der heterogenen Katalyse ist bislang niedrig, so dass die 
Konzentration mit 0,17 M Formaldehyd deutlich unterhalb des Km-Werts der FDM lag. Die 
technische Umsetzbarkeit der Kaskade hängt somit grundlegend von gesteigerten Formalde-
hyd-Ausbeuten ab. Des Weiteren muss eine Nutzungsstrategie für die Ameisensäure umge-
setzt werden. 
Neben der hier gezeigten Umsetzung von Formaldehyd zu Methanol kann das nun einfach 
herzustellende Enzym auch für weitere Synthesereaktionen in der organischen Chemie einge-
setzt werden (siehe Kapitel 1), so dass nun noch ein weitergehendes Anwendungspotential der 
FDM adressiert werden kann.  
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Abbildung 60: Kalibriergerade zur Berechnung der Biotrockenmasse (BTM) aus der optischen Dichte 
(OD500) (Mittelwerte mit Standardabweichung biol. Duplikate). gTS – Gramm Trockensubstanz. 
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Abbildung 61: Beispielhafte Kalibriergerade für die Berechnung der Proteinkonzentration aus der 
Absorption bei 595 nm mit Hilfe des Bradford-Assays (Mittelwerte mit Standardabweichung der Dup-
likate). 
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Abbildung 62: Kalibriergeraden aus zwei unabhängigen SDS-Gelen zur Größenbestimmung des 
FDM J3-Monomers (Mittelwerte mit Standardabweichung der Duplikate). 
Anhang 
180 
 
0 20 40 60 80 100
0,0
0,1
0,2
0,3
0,4
0,5
0,6
0,7
A3
40
cNADH [µM]
y = 0,0061x + 0,0683
R² = 1
 
Abbildung 63: Kalibriergerade zur NADH-Bestimmung aus der Absorption bei 340 nm für die Be-
stimmung der MDH-Aktivität (Kapitel 2.5.6) (Mittelwerte mit Standardabweichung der Duplikate). 
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Formaldehyd:  y = 243,49x + 1,5663; R² = 1 
Aceton:  y = 157,27x + 6,3274; R² = 1 
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Abbildung 64: Beispielhafte Kalibriergeraden der HPLC-Messung von (A) Formaldehyd, Aceton, (B) 
Ameisensäure und Methanol, s. Kapitel 2.5.5 (Mittelwerte mit Standardabweichung der Duplikate). 
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Abbildung 65: Vierpunkt-Kalibrierung für Methanol (A) und Zweipunkt-Kalibrierung für Methan (B) 
bei Detektion über online-Massenspektrometrie. 
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F61      ATGGCCGGTAATAAAAGCGTCGTCTATCATGGGACCCGTGATCTTCGGGTTGAAACAGTT 
J3       ATGGCCGGTAATAAAAGCGTCGTCTATCATGGGACCCGTGATCTTCGGGTTGAAACAGTT 
         ************************************************************ 
 
F61      CCTTATCCCAAGCTTGAGCACAATAATCGAAAGCTTGAACATGCGGTGATTTTAAAGGTT 
J3       CCTTATCCCAAGCTTGAGCACAATAATCGAAAGCTTGAGCATGCAGTGATTTTAAAAGTG 
         ************************************** ***** *********** **  
 
F61      GTATCAACAAATATTTGTGGTTCAGATCAACACATTTATCGTGGGCGCTTTATCGTTCCT 
J3       GTGTCAACAAATATTTGTGGTTCAGATCAACACATTTATCGTGGGCGCTTTATCGTTCCT 
         ** ********************************************************* 
 
F61      AAAGGTCACGTGCTCGGGCACGAAATTACTGGGGAAGTGGTAGAAAAGGGCTCGGATGTC 
J3       AAAGGTCACGTGCTTGGGCACGAAATTACTGGGGAAGTGGTAGAAAAGGGCTCGGATGTC 
         ************** ********************************************* 
 
F61      GAATTAATGGACATCGGCGATTTAGTGTCTGTGCCTTTTAATGTTGCGTGCGGGCGGTGC 
J3       GAATTAATGGACATCGGCGATTTAGTGTCTGTGCCTTTTAATGTTGCGTGCGGGCGGTGC 
         ************************************************************ 
 
F61      CGCAACTGTAAAGAGGCGCGATCTGACGTTTGTGAAAATAACCTGGTCAACCCAGATGCG 
J3       CGCAACTGTAAAGAGGCGCGATCTGACGTTTGTGAAAATAACCTGGTCAACCCAGATGCG 
         ************************************************************ 
 
F61      GATTTAGGTGCCTTTGGCTTTGACTTGAAAGGGTGGTCTGGTGGTCAAGCTGAGTATGTT 
J3       GATTTAGGTGCCTTTGGCTTTGACTTGAAAGGGTGGTCTGGTGGTCAAGCTGAGTATGTT 
         ************************************************************ 
 
F61      CTTGTTCCTTATGCTGACTATATGCTGCTCAAGTTTGGTGATAAAGAACAGGCGATGGAA 
J3       CTTGTTCCTTATGCTGACTATATGCTGCTCAAGTTTGGCGATAAAGCACAGGCGATGGAA 
         ************************************** ******* ************* 
 
F61      AAAATAAAAGACCTGACGCTTATCTCAGATATTCTACCGACAGGTTTTCACGGTTGCGTT 
J3       AAAATAAAAGACCTGACGCTTATCTCAGATATTCTACCGACAGGTTTTCACGGTTGCGTT 
         ************************************************************ 
 
F61      TCTGCTGGAGTGAAGCCAGGTAGCCATGTTTACATTGCAGGTGCAGGTCCAGTAGGACGT 
J3       TCTGCGGGAGTTAAGCCAGGTAGCCATGTTTACATTGCAGGTGCAGGTCCAGTAGGACGT 
         ***** ***** ************************************************ 
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F61      TGTGCGGCGGCGGGGGCGCGACTGTTAGGAGCGGCATGTGTGATCGTGGGCGACCAGAAT 
J3       TGTGCGGCGGCGGGGGCGCGACTGTTAGGAGCGGCATGTGTGATCGTGGGCGACCAGAAT 
         ************************************************************ 
 
F61      CCTGAGCGCCTGAAGCTGCTATCTGATGCCGGTTTTGAAACGATCGACTTACGTAACTCT 
J3       CCTGAGCGCCTGAAGCTGCTATCTGATGCCGGTTTTGAAACGATCGACTTACGTAACTCA 
         ***********************************************************  
 
F61      GCACCGCTGCGCGATCAGATTGATCAGATACTAGGTAAGCCGGAAGTCGACTGTGGTGTA 
J3       GCACCGCTGCGCGATCAGATTGATCAGATACTAGGTAAGCCGGAAGTCGACTGTGGTGTA 
         ************************************************************ 
 
F61      GATGCGGTTGGTTTTGAAGCACATGGCCTTGGTGACGAAGCTAATACTGAGACGCCTAAC 
J3       GATGCGGTTGGTTTTGAAGCACATGGCCTTGGTGACGAAGCTAATACTGAGACGCCTAAC 
         ************************************************************ 
 
F61      GGTGCCCTAAATAGCCTCTTTGATGTAGTCCGAGCAGGTGGCGCAATCGGAATTCCGGGT 
J3       GGTGCCCTAAATAGCCTCTTTGATGTAGTCCGAGCAGGTGGCGCAATCGGAATCCCGGGT 
         ***************************************************** ****** 
 
F61      ATTTATGTAGGGAGCGACCCTGATCCTGTTAATAAAGATGCAGGGAGCGGACGCTTGCAT 
J3       ATTTATGTAGGGAGCGACCCTGATCCTGTTAATAAAGATGCAGGGAGCGGACGCTTGCAT 
         ************************************************************ 
 
F61      CTTGACTTCGGCAAGATGTGGACAAAATCCATACGGATTATGACTGGAATGGCACCAGTG 
J3       CTTGACTTCGGCAAGATGTGGACAAAATCCATACGGATTATGACTGGAATGGCACCAGTG 
         ************************************************************ 
 
F61      ACAAACTACAATCGCCATCTGACCGAAGCAATACTTTGGGATCAAATGCCTTATTTGTCC 
J3       ACAAACTACAATCGCCATCTGACCGAAGCAATACTTTGGGATCAAATGCCTTATTTGTCC 
         ************************************************************ 
 
F61      AAGGTGATGAATATTGAAGTGATTACACTTGATCAAGCACCGGATGGGTATGCGAAATTC 
J3       AAGGTGATGAATATTGAAGTGATTACACTTGATCAAGCACCGGATGGGTATGCGAAATTC 
         ************************************************************ 
 
F61      GATAAGGGGTCTCCCGCTAAGTTTGTTATCGATCCGCATGGCATGTTGAAGAATAAATGA 
J3       GATAAGGGTTCTCCCGCTAAGTTTGTTATCGATCCGCACGGCATGCTGAAGAATAAATGA 
         ******** ***************************** ****** ************** 
Abbildung 66: Alignment der DNA-Sequenzen der FDM aus P. putida F61 [13] und J3. Rot markiert 
sind die sich unterscheidenden Codons. 
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F61      MAGNKSVVYHGTRDLRVETVPYPKLEHNNRKLEHAVILKVVSTNICGSDQHIYRGRFIVP 
J3       MAGNKSVVYHGTRDLRVETVPYPKLEHNNRKLEHAVILKVVSTNICGSDQHIYRGRFIVP 
         ************************************************************ 
 
F61      KGHVLGHEITGEVVEKGSDVELMDIGDLVSVPFNVACGRCRNCKEARSDVCENNLVNPDA 
J3       KGHVLGHEITGEVVEKGSDVELMDIGDLVSVPFNVACGRCRNCKEARSDVCENNLVNPDA 
         ************************************************************ 
 
F61      DLGAFGFDLKGWSGGQAEYVLVPYADYMLLKFGDKEQAMEKIKDLTLISDILPTGFHGCV 
J3       DLGAFGFDLKGWSGGQAEYVLVPYADYMLLKFGDKAQAMEKIKDLTLISDILPTGFHGCV 
         *********************************** ************************ 
 
F61      SAGVKPGSHVYIAGAGPVGRCAAAGARLLGAACVIVGDQNPERLKLLSDAGFETIDLRNS 
J3       SAGVKPGSHVYIAGAGPVGRCAAAGARLLGAACVIVGDQNPERLKLLSDAGFETIDLRNS 
         ************************************************************ 
 
F61      APLRDQIDQILGKPEVDCGVDAVGFEAHGLGDEANTETPNGALNSLFDVVRAGGAIGIPG 
J3       APLRDQIDQILGKPEVDCGVDAVGFEAHGLGDEANTETPNGALNSLFDVVRAGGAIGIPG 
         ************************************************************ 
 
F61      IYVGSDPDPVNKDAGSGRLHLDFGKMWTKSIRIMTGMAPVTNYNRHLTEAILWDQMPYLS 
J3       IYVGSDPDPVNKDAGSGRLHLDFGKMWTKSIRIMTGMAPVTNYNRHLTEAILWDQMPYLS 
         ************************************************************ 
 
F61      KVMNIEVITLDQAPDGYAKFDKGSPAKFVIDPHGMLKNK 
J3       KVMNIEVITLDQAPDGYAKFDKGSPAKFVIDPHGMLKNK 
         *************************************** 
Abbildung 67: Alignment der Aminosäuresequenzen der FDM aus P. putida F61 [13] und J3. Rot 
markiert ist die sich unterscheidende Aminosäure. 
Anhang 
184 
 
   
Abbildung 68: Plasmidkarten von pJOE-J3 und –J3-6xHis (rha-Promoter).  
rhaP – rha-Promoter; T7 SD – T7 Shine-Dalgarno-Sequenz; bla – β-Lactamase; rrnB – Transkrip-
tionsterminator aus dem rrnB Operon von E. coli; CRP – catabolite repressor protein; rop – repressor 
of primer; ori – origin of replication; cer – cer recombination site. 
  
Abbildung 69: Plasmidkarte von pUC118-J3 (lac-Promoter).  
lacP – lac-Promoter; lacO – lac-Operator; ori – origin of replication; bla - β-Lactamase. 
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Abbildung 70: Plasmidkarten von pMAL-p5X-J3 und p5X-J3 (tac-Promoter).  
tacP – tac-Promoter; malE – Gen des Maltose-binding-protein (MBP); bla - β-Lactamase; lacIq – lac-
Repressor Gen; ori – origin of replication. 
  
Abbildung 71: Plasmidkarten von pUC118-mdh2P (lac-Promoter) und pET29b-mdh2P (T7-
Promoter).  
lacP – lac-Promoter; T7-P – T7-Promoter; lacO – lac-Operator; SD – Shine-Dalgarno-Sequenz; ori – 
origin of replication; bla - β-Lactamase; rop – repressor of primer; kanR – Kanamycin-Resistenz.
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